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© Insektizid wirksame proteinartige Substanz. 

© Die voriiegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
Herstellung einer insektizid wirksamen proteinartigen Sub- 
stanz einschiiesslich die Entdeckung und Identifizierung der 
vollstandigen, fur das insektizid wirksame Protein MGE (1) 
besagter proteinartiger Substanz kodierenden DNA- 
Sequenz, besagte proteinartige Substanz, ein DNA- 
Fragment, charakterisiert durch die in Tabelle (2) 
wiedergegebene Nukleotid-Sequenz welches fur das Protein 
MGE (1) kodiert, das Protein MGE (1) selbst, ein DNA- 
Fragment aus der Region Hpal (0) bis Pstl (4355) von B. 
thuringiensis var. kurstaki, das fur eine insektizid wirksame 
proteinartige Substanz einschiiesslich ausgewahlter Teile 
davon kodiert, unter der Voraussetzung, dass die insektizide 
Aktivitat besagter ausgewahlter Teile erhalten bleibt, das 
Verfahren zur Herstellung von Klonierungs- und 
Expressions-Vehikeln, die das in Tabelle (2) widergegebene 
DNA-Fragment enthalten und ebenso besagte Vehike! selbst. 
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CIBA-GEIGY AG 5-15787/' 
Basel (Schweiz) 



Insektizid wirksame proteinartige Substanz 

Bacillus thuringiensis (B. thuringiensis) ist ein gram-positives 
Bakterium, das in der Regel fur Insekten pathogen 1st (S. Chang 1 \ 

Es wird auf die angefugte Bibliographie verwiesen, welche somit 
integriert ist, und die darin detaillierter zitierten Publikationen 
und sonstiges Material sind mittels Bezugnahme hierin inkorporiert . 

Die verschiedenen Stamrae von B. thuringiensis unterscheiden sich 
dabei betrachtlich hinsichtlich ihrer Toxizitat und ihres Wirk- 
spektrums fiir Insekten. Die insektizide Aktivitat von B. thuri- 
giensis stamxnt im wesentlichen oder auch vollstandig von einem 
proteinartigen parasporalen Kristallkorper , der zum Zeitpunkt der 
Sporulation in der Wachstumsphase gebildet wird. Das (die) Gen(e) , 
das (die) fiir die toxischen Proteine (Polypeptide) des ervahnten 
Kristallkbrpers codiert (codieren), wurde(n) auf Plasmid-DNA 
und/oder auf chromosomaler DNA des B. thuringiensis gefunden. 

Urn jegliche Nachteile zu vermeiden, die sich aufgrund der Anwesen- 
heit anderer von B. thuringiensis produzierter Komponenten ergeben 
kbnnten, und um das insektizid wirksame Polypeptid in grosser Menge 
zu erhalten, ist es vorteilhaft, das entsprechende Gen, d.h. die 
entsprechende DNA-Sequenz , welche(s) fiir das gewiinschte insektizid 
wirksame Protein codiert, unabhangig von B. thuringiensis zu 
verwenden. 
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Dennoch 1st: es auch tnoglich und unter gewissen Umstanden vorteil- 
haft, B. thuringiensis selbst mit der erwahnten DNA-Sequenz zu 
t r ans f o rmi e ren . 

Auf diese Weise 1st es mbglich ein Protein zu erhalfcen, das in 
seiner Struktur und seinen Eigenschaf ten dem natiirlichen Produkt 
analog ist. Das Protein (Polypeptid) , das man im Rahmen der vor- 
liegenden Erfindung erhalt, wird im Folgenden als M6E 1 bezeichnet. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung 

einer insektizid wirksamen proteinartigen Substanz einschliesslich 

der Entdeckung und Identif izierung der vollstandigen DNA-Sequenz, 

die fur das insektizid wirksame Protein MGE 1 besagter protein- 

artiger Substanz codiert und sicb von den bereits bekannten 

4) 3) 
B. thuringiensis Genen (H.E. Schnepf et aL , M.J. Adang et al. 

30} 

und Shibano et al. sowie WO 86/01536) deutlich unterscheidet. 

Die vorliegende Erfindung betrifft veiterhin ein DNA-Fragiaent , das 
durch die in Tabelle 2 wiedergegebene Nucleotid-Sequenz charakteri- 
siert ist, die fur das Protein MGE 1 codiert sowie das Protein MGEl 
selbst; daruberhinaus betrifft die vorliegende Erfindung ein 
DNA— Fragment des Bacillus thuringiensis var. kurstaki aus der 
Region Hpal (0) bis PstI (4355), das fur eine insektizid wirksame 
proteinartige Substanz einschliesslich ausgewahlte Teile ('truncated 
portions 1 ) davon codiert, unter der Voraussetzung, dass die 
insektizide Aktivitat besagter ausgewahlter Teile erhalten bleibt. 

Unter dem Begriff "proteinartige Substanz" soli sowohl das insekti- 
zid wirksame Protein MGE 1 selbst als auch in vitro erhaltliche 
Derivate und Modif ikationen davon verstanden werden, wie beispiels- 
weise das Protein MGE 1 in Verbindung mit anderen Protein— Frag- 
men ten, in erster Linie solchen, die von anderer clonierter und fur 
andere pestizide, vorzugsweise insektizide Aktivitaten codierender 
DNA stammen, wobei besagte Proteinkombinationen als "Fusions- 
proteine" eingestuft werden. 
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Pestizide Aktivitat beinhaltet neben insektizlder Aktivitat bei- 
spielsweise auch bakterizide, virizide, fungizide und herbizide 
Aktivitat, vorzugsweise gegenuber pf lanzenpathogenen Organism n. Von 
den proteinartigen Substanzen ist das insektizid wirksame Protein 
MGE 1 fiir sich allein bevorzugt. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft ein 
Verfahren zur Konstruktion von Klonierungs- und Expressions-Vehi- 
keln, die das in Tabelle 2 wiedergegebene DNA-Fragment enthalten 
sowie besagte Vehikel selbst. Geeignete DNA-Vektoren sind beispiels- 
weise Plasmide wie pBR322 und pUC8 oder Phagen vie M13. 

Weiterhin bezieht sich die vorliegende Erfindung auf lebende oder 
tote Mikroorganismen, die ein DNA-Fragment enthalten, das durch die 
in Tabelle 2 wiedergegebene Nukleotid-Sequenz charakterisiert ist, 
vorzugsweise auf einen Mikroorganismus der Spezies Saccharomyces 
cerevisiae. 

Die Erfindung bezieht sich weiterhin auf Mikroorganismen, insbe- 
sondere auf Mikroorganismen der Spezies Saccharomyces cerevisiae, 
die ein DNA-Fragment enthalten, das aus der Region Hpal (0) bis 
PstI (4355) des Bacillus thuringiensis var. kurstaki stamrnt und das 
fiir eine insektizid wirksame proteinartige Substanz einschiesslich 
ausgewahlter Teile davon, codiert, unter der Voraussetzung , dass die 
insektizide Aktivitat besagter ausgewahlter Teile erhalten bleibt. 
Bei besagten Mikroorganismen handelt es sich beispielsweise urn 
Hefen, vorzugsweise Saccharomyces cerevisiae, Bakterien und auf 
Blattoberflachen angesiedelte Pilze, mit der Einschrankung, dass 
besagter Mikroorganismus, falls er zur Gruppe des Bacillus 
thuringiensis gehort, zuvor mit einem DNA-Fragment transf ormiert 
worden ist, wie es in Tabelle 2 wiedergegeben ist. Unter 
"Transformation" sollen in diesem Zusammenhang auch konjugations- 
ahnliche Mechanismen verstanden werden. 

Die Erfindung beinhaltet ausserdem ein Bioenkapsulierungssystem, das 
aus einem ersten Material best ht, welches vollstandig in einem 
zweiten Material biologischen Ursprungs eingebettet vorliegt, wob i 
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es sich bei dem ersten Material urn ein DNA-Fragment entsprechend der 
Beschreibung in Tabelle 2 handelt, bei dem zweiten Material urn einen 
vollstandigen Mikroorganismus mit der Einschrankung, dass besagter 
Mikroorganismus, falls er zur Gruppe des Bacillus thuringiensis 
gehbrt, zuvor mit dem in Tabelle 2 viedergegebenen DNA-Fragment 
transf ormiert worden ist. 

Bei dem DNA-Material kann es sich ebenso um ein DNA-Fragment 
handeln, das aus der Region Hpal (0) bis PstI (4355) des Bacillus 
thuringiensis var. kurstaki stammt und das fur eine insektizid 
wirksame proteinartige Verbindung einschliesslich ausgewahlter Telle 
davon codiert, unter der Voraussetzung, dass die insektizide 
Aktivitat besagter ausgewahlter Teile erhalten bleibt- Besonders 
geeignete Mikroorganismen sind Hefen, vorzugsweise Saccharomyces 
cerevisiae, wie Saccharomyces cerevisiae GRF 18- 

Ein weiterer Bestandteil der vorliegenden Erfindung betrifft ein 
Mittel sowie ein Verfahren zur Bekampfung von Insekten, vorzugsweise 
lepidopteren Insekten (Insekten der Ordnung Lepidoptera) , in erster 
Linie Vertreter der Gattungen Pieris, Heliothis, Spodoptera und 
Plutella, wie z.B. Pieris brassicae, Heliothis virescens, Heliothis 
zea, Spodoptera littoralis, Plutella xylostella sowie verwandte 
Arten, mit Hilfe der proteinartigen Substanz, enthaltend das 
Protein MGE 1 , das durch die in Tabelle 2 wiedergegebene DNA Sequenz 
codiert wird. 

Das Verfahren ist gekennzeichnet durch die Applikation einer 
insektizid wirksamen Menge einer proteinartigen Substanz, die 
zumindest teilweise durch das DNA-Fragment codiert wird, welches fur 
das Protein MGE 1 codiert, direkt auf die Insekten oder ihr Ver- 
breitungsgebiet * Das Mittel beinhaltet eine insektizid wirksame 
Menge einer proteinartigen Substanz, die zumindest teilweise durch 
das DNA-Fragment codiert wird, welches fur das Protein MGE 1 
codiert . 

Darilberhinaus betrifft die vorliegende Erfindung eine Applikations- 
form, die aus transf ormierten lebenden oder toten Hefezellen 
besteht, die eine insektizid wirksame Menge einer proteinartigen 
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Substanz enthalten, die zumindest teilweise durch das DNA-Fragment 
codiert wird, welches fur das Protein MGE 1 codiert, wobei besagt 
Applikationsform fiir das Ausbringen der aktiven Substanz in einer 
geschutzten Form geeignet ist. 

Es ist daher eine lang anhaltende insektizide Aktivitat erreichbar, 
venn die transf ormierten Hefezellen auf konventionelle Art und Weise 
appliziert werden, wie z.B. durch Aufspriihen auf das Feld (Boden- 
und Luf tapplikation) - Die aktive Verbindung ist gut geschiitzt gegen 
vorzeitigen Abbau aufgrund unglinstiger Bedingungen, wie beispiels- 
weise Sonneneinstrahlung oder widrige Verhaltnisse auf den Blatt- 
obe r f lachen . 

Das klonierte Gen kann unter die Kontrolle eines Hef e-Promotors 
gestellt und exprimiert werden, wobei die insektizide Aktivitat 
sowohl a) fiir den Extrakt als auch in b) fiir ganze Zellen nach- 
weisbar ist. 

Geeignete Hef e-Promotoren sind in der Europaischen Patentanmel- 
dung 100 561 beschrieben- Besonders geeignet ist der PHOS Promoter. 

Zumindest von einigen der Bacillus thuringiensis Gene, die fiir 

insektizid wirksame Proteine codieren, ist bekannt, dass sie mit 

einera Promotor verbunden sind, der von der Escherichia coli (E.coli) 

RNA Polymerase erkannt werden kann, wobei besagter Promotor vor dem 

2) 

jeweiligen Gen lokalisiert ist (H.C. Wong et al. ). 

Das Verfahren zur Herstellung einer insektizid wirksamen protein- 
artigen Substanz im Rahmen der vorliegenden Erfindung beinhaltet die 
Transkription und Translation eines Gens mit identif izierter 
DNA-Sequenz entsprechend der vorliegenden Erfindung, in das ent- 
sprechende Protein mit Hilfe von E.coli oder Hefe. 

Das hier beschriebene Verfahren zur Gewinnung von Ausgangsmaterial 
wird unter Verwendung von Bacillus thuringiensis var. kurstaki HD1 , 
Stamm ETHZ 4449, durchgef iihrt . Dieser Stannn kann von der mikrobio- 
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logischen Abteilung der Eidgenossischen Technischen Hochschule in 
Zurich, Schweiz, bezogen werden und ist fur jedennann ohne irgend- 
welche Beschrankung frei zuganglich. 

Der Ursprung dieses Stammes ist die H. Dulmage Collection an der 
Cotton Insects Research Unit, US. Department of Agriculture, 
Agriculture Research Center, in Brownsville, Texas, wo er ebenfalls 
fur jedermann frei zuganglich ist. 

Gemass vorliegender Erfindung kann die fur das Protein MGE 1 codie- 
rende DNA erhalten werden durch 

a) Isolierung und Lyse von B. thuringiensis var. kurstaki HD1 
Zellen, sowie Abtrennen der Plasmide von dem auf diese Weise 
erhaltenen Material, mit Hilfe an sich bekannter Methoden. Das so 
erhaltene Plasmid-Material wird anschliessend gereinigt und dialy- 
siert; 

b) Anfertigen eines DNA-Bibliothek der B- thuringiensis var. kur- 
staki HD1 plasmid DNA; 

o) Klonieren der f ragmentierten , entsprechend Punkt b) erhaltenen 
Plasmid-DNA in einem geeigneten Vektor, vorzugsweise einem Plasmid; 

d) Screening auf die Anwesenheit eines MGE 1-Proteins, was nach 
einem der unter den Punkten e) bis g) genannten Verfahren durch- 
gefuhrt werden kann; 

e) Screening der Klone auf Anwesenheit eines Antigens mit Hilfe 
geeigneter Antikorper, die unter Verwendung von B. thuringiensis 
var. kurstaki Kristallkorper-Protein hergestellt werden (Screening 
auf Expression der entsprechenden Polypeptide) ; 

f) Auslesen der Klone, die spezifisch mit Ziegen-Antiserum rea- 
gieren; und 
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g) Testen der Extrakte der entsprechend Punkt f ) erhaltenen Klon 
auf insektizide Aktivitat. 

Die Identif izierung der DNA kann nach an sich bekannten Methoden 
durchgefuhrt werden, wie sie beispielsweise unter den Punkten h) 
und i) aufgefiihrt sind: 

h) Kartierung der DNA positiver Klone durch Verdauung mit Restrik- 
tionsendonucleasen und Hybridisierung der so erhaltenen Fragmente 
mit radioaktiv markierter RNA; und 

i) Sequenzierung von DNA-Fragmenten , die fiir die jeweiligen Protein© 
codieren. 

Bedeutung der im Folgenden verwendeten Abkurzungen: 



Bp : Basenpaare 

BSA: Rinder-Serum- Albumin (bovine serum albumin) 

DEAE: Diethylaminoethyl 

DFP: Diisopropylf luorphosphat 

DTT : 1 , 4-Dithiothreito 1( 1 , 4-dimercapto-2 , 3-butandiol) 

EDTA: Ethylendiamintetraessigsaure 

IPTG: Isopropyl-&-thiogalactopyranosid (Serva) 

Kb: Kilobasen 

PSB 1 : 0,01 M Phosphat Puffer, pH 7.4 und 0,8 % NaCl 

PSB 2 : 10 mM Natriumphosphat, pH 7.8 und 0,14 % NaCl 

PEG 6000: Polyethylenglykol mit mittlerem Molekulargewicht 6000 

PMSF: Phenylmethylsulfonylf luorid (Fluka) 

RT : Raumtemperatur 

SDS : Natriumdodecylsulf at 

STE: siehe TNE 

TBS: 10 mM Tris-HCl, pH 7.5 und 0,14 M NaCl 

TE: Lbsung enthaltend 10 mM Tris*HCl (pH 7.5) und 1 mM EDTA 

TES: 0,5 M Tris, pH 8.0, 0,005 M NaCl und 0,005 M EDTA 

TNE: Lbsung enthaltend 100 mM NaCl, 10 mM Tris*HCl (pH 7.5) und 
1 mM EDTA 
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Tris»HCl: Tris-(hydroxymethyl)-aminoinethan , pH-Einstellung mit HC1 
X-GAL: 5-Brozn— 4-chlor~3-indoxyl-&-D-galaktosid 
2xYT: 16 g Bacto Trypton, 

10 g Hefe Extrakt (Bacto), 
5 g NaCl 

Im Folgenden verwendete Medien, Puffer und Losungen: 



20 x SSC Losen von 175,3 g NaCl und 88,2 g Natriumcitrat in 

800 ml H2O. Einstellen des pH auf einen Wert von 
pH 7.0 xnit einigen Tropfen einer 10 N NaOH-Losung* 
Einstellen des Volumens auf 1 Liter; Aufteilen der 
Losung in Aliquots; Sterilisation durch Autokla— 
vieren. 

2 x SSC 10 % von 20xSSC 

6 x SSC 33 % von 20xSSC 

Denhardt's- Ficoll 70 [relative Molekiilmasse ca. 700*000; 
Losung (50 x) Pharmacia] 5 g 

Polyvinyl pyrrolidon 

(Calbiochem— Behring Corp.) 5 g 

BSA (Sigma) 5 g 

H 2 0 auf 500 ml 

Filtration durch einen Nalgene^-Einmal filter (Nal— 
gene®; Nalge Co. Inc., Rochester, N.Y., USA). Auf- 
trennen in 25 ml Aliquots und Aufbewahren bei — 20° C. 



Losung en 
M9 Medium: 



Pro Liter: 
a) Na2HPOi* 
KH 2 P0i» 
NaCl 
NHi,Cl 



6 g 
3 g 
0,5 g 

1 g 



Einstellung des pH-Wertes auf 7.4, autoklavieren, 
abkiihlen und anschliessend hinzufiigen von: 
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b) 1 M MgSOi, 2 ml 

20 % Glukose 10 ml 

1 M CaCl 2 0,1 ml 

Vitamin Bl (40 mg/10 ml) 5 ml 

Die oben genannten Losungen a) und b) sollten getrennt 
sterilisiert verden durch Filtration (Glukose, 
Vit. Bl) oder durch Autoklavieren. 



LB (Luria- 

Bertani) 

Medium 



Pro Liter: 

Bacto-Trypton 10 g 

Bacto-Hefe-Extrakt 5 g 

NaCl 10 g 

Einstellen des pH-Wertes auf 7,5 mit Natriurahydroxid. 



L-Broth siehe LB-Medium 

Fur die Induktion der Sporulation bei B. thuringiensis var. kur- 

staki, wird ein GYS-Medium entsprechend den Angaben von Yousten und 

Rogoff (A. A. Yousten und M.H. Rogof f 5) ) (1969) verwendet (g/l" 1 ): 

Glukose 1 

Hefe-Extrakt (Difco) 2 

(NHO 2 S0* 2 

K 2 HP0u 0,5 

MgS0w7H20 0,2 

CaCl 2 »2H 2 0 0,08 

MnSOu'HgO 0,05 



Vor dem Autoklavieren wird der pH-Wert mit Kaliumhydroxid auf einen 
Wert von 7.3 eingestellt. 



Charakterisierung der im Rahmen der vorliegenden Erfindung ver- 
wendeten Mikroorganismen: 
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1. HD1-ETHZ 4449 1st ein Bacillus thuringiensis Stama der Subspezies 

kurstaki, der zuin einen durch seine imrounologische Reaktion gegen 

sein Flagellum-Antigen charakterisiert ist - HDl-ETHZ 4449 gehort 

31 ) 

zum 3a, 3b Serotyp (A. Krieg ) - zum anderen durch sein spezi- 
fisches Southern blot-Muster, das man bei Durchf iihrung der 
Southern-blot-Experimente, vie sie unter Ptinkt III 5.b beschrieben 
sind, erhalt . 

Die Gesamt-DNA dieses Staimnes wird isoliert und mit dem Restrik- 
tionsenzym Hind III vollstandig verdaut; die so erhaltenen Frag- 
mente werden dann nach ihrer Grosse auf einem Agarose-Gel aufge- 
trennt und anschliessend auf ein Nitrocellulose-Papier uberfuhrt. 
Das radioaktiv markierte EcoRI-Fragment Pos. 423 bis Pos. 1149 
(Tabelle 2) hybridisiert spezifisch tnit 3 Fragmenten, die eine 
Grosse von 6,6 Kb, 5,3 Kb bzw- 4,5 Kb aufweisen. 

2. Bei HB 101 handelt es sich um ein Hybrid zwischen Escherichia 
coli K12 x Escherichia coli B. Dieser Stamm ist gut geeignet fiir 
gross angelegte DNA-Reinigungen. Es wird verwendet fur Transfor- 
mat ion s exper iment e und CaCl2— koinpetente Zellen sind konnnerziell 
erhaltlich z.B. bei Gibco AG, Basel, Schweiz, 

Katalog-Nr. 530 8260 SA. 

3. Bei JM 103 handelt es sich um ein Escherichia coli K-12, das z.B. 
bei Pharmacia P— L Biochemical s koimnerziell erhaltlich ist, Kata— 
log-Nr, 27-1545-xx (1984). 

Die E.coli-Stamme HB 101 und JM 103 sind bei Maniatis et al. 
(T. Maniatis et al. 6 ^) beschrieben: 
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Stauvm 



Genotyp 



HB 101 



F , hsdSao ( r B > > recAi 3 » 

ara-14, proA2 , lacYi , galK2, rpsL2o (Sin 1 "), 

xyl-5, mtl-1 , sup£i*i*, X 



JH 103 



A (lac pro), thi, strA, supE, endA, sbcB, 
hsdR, F'traD36, proAB, laci q , ZAM15 



Im folgenden Beispiel ist der Ausdruck "Hefe" gleichbedeutend mit 
Saccharomyces cerevisiae* 



I. Plasmid-DNA Auf arbeitung: 

Die Aufarbeitung der Plasmid^DNA erfolgt wie unten beschrieben ent- 
sprechend den Angaben bei White und Nester (F.F. White und 
E.W. Nester 7 ^). 

1.1. B. thuringiensis Plasmide 

E.coli HB 101 Zellen werden in 1 Liter LB-Medium unter Schiitteln 
12-14 Stunden bei 37 °C kultiviert und entsprechend den Angaben bei 
White und Nester (F.F. White und E.W. Nester^) auf gearbeitet . Nach 
der Ernte werden die Zellen in einem alkalischen lysierenden Puffer 
resuspendiert und bei einer Teroperatur von 37 °C fur 20-30 Minuten 
inkubiert. Man erhalt ein klares Lysat, das durch Zugabe von 2 M 
Tris«HCl (pH 8) neutralisiert wird. Die chroraosomale DNA wird 
anschliessend durch Zugabe von SDS und NaCl prazipitiert . Das Lysat 
wird auf Eis gepackt und die chromosomale DNA durch Zentrif ugation 
entfernt. Die Plasmid-DNA, die sich jetzt im Ueberstand befindet, 
wird mit 10 % PEG 6000 prazipitiert. Nach der Aufbewahrung der 
Plasmid DNA xiber Nacht bei 4°C erfolgt die Resuspendierung in 
7-8 ml TE. Die aus 1 Liter Kultur-Losung gewonnene Plasmid DNA wird 
anschliessend iiber 2 CsCl-Gradienten weiter gereinigt. Es wird dabei 
festes CsCl zu der Losung hinzugegeben (8,3 g CsCl auf 8,7 ml 
Ueberstand)* Nach dem Hinzufugen von Ethidiumbromid (Sigma; Endkon- 
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zentration 1 mg/ml Ueberstand) wird die Losung in 13,5 ml 'Quick 
Seal* Polyallomer-Rohrchen (Beckmann) uberfuhrt und in einem 
Beckmann Ti50-Rotor fur einen Zeitraum von 40 Stunden bei 40*000 rpm 
zentrifugiert. Unter langwelligem UV-Licht (366 nm) werden zwei 
f luoreszierende Banden sichtbar gemacht. Die untere Bande enthalt 
uberspiralige Plasmid-DNA, die durch seitliches Punktieren des 
Zentrifugenrohrchens mit einer 2 ml Spritze (18 G Nadel) gesammelt 
wird. Ethidiumbromid wird durch 5-maliges Waschen mit gleichen 
Volumina Isopropanol (gesattigt mit CsCl) entfernt und das Prpdukt 
dann in 30 ml Corex-Rohrchen uberfuhrt. Es werden 2,5 Volumen TE 
hinzugefugt und anschliessend wird die DNA mit Ethanol prazipitiert . 
Diese Losung wird dann fur 12-15 Stunden bei — 20 °C aufbewahrt. Die 
prazipitierte DNA wird anschliessend durch Zentrifugation in einem 
Sorvall HB-4 Rotor uber einen Zeitraum von 30 min bei 12' 000 rpm und 
einer Temperatur von 0°C gesammelt und in 200 uJL TE gelost. 
(E.coli JM 103 kann ebenso extrahiert und in analoger Weise be- 
handelt werden) . 

I > 2 , E.coli Plasmide 

Die Zellen einer 100 ml Kultur (LB-Medium) werden durch Zentri- 
fugation (Sorvall, GSA Rotor, 10 min bei 6*000 rpm, 4°C) gesammelt, 
in 100 ml TE (10 mM Tris-HCl, 1 mH EDTA, ph 8.0) resuspendiert und 
unter den gleichen Bedingungen erneut zentrifugiert. Das Zell-Pellet 
wird anschliessend in 3 ml Tsuc [50 mM Tris«HCl, pH 7.5, 25 % (w/v) 
Sucrose] resuspendiert und in SS— 34 Polypropylen Sorvall Rohrchen 
uberfuhrt. Alle nachf olgenden Schritte werden auf Eis durchgefuhrt : 
Zunachst werden 0,3 ml einer Lysozym-LSsung (10 mg/ml, bezogen von 
Worthington, ll'OOO U/mg) nach 5 min 1,2 ml EDTA (500 mM, pH 8.0) 
und nach weiteren 5 min 4,8 ml Detergenz zugegeben [0,1 % 
Triton X-100 (Merck), 50 mM EDTA, 50 mM Tris*HCl, pH 8,0]. 
Nach 5 Minuten wird das Lysat in einem vorgekiihlten SS— 34 Rotor fiir 
40 Minuten bei 4°C zentrifugiert- Der Ueberstand wird vorsichtig 
entfernt und nach Zugabe von festem CsCl, entsprechend der fiir die 
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B. thuringiensis Plasmid DNA geinachten Angaben, iiber einem CsCl- 
Gradienten gereinigt. 

Aus 100 ml Kulturlosung werden 50-100 ug Hybrid-Plasmid DNA ge- 
wonnen. 

II. ^-Endotoxin Antigen und Ziegen~Antikorper 

11,1. Herstellung von 6-Endotoxin Kristallkbrper-Antigen; 
Bacillus thuringiensis (var. kurstaki HD 1, Stamm ETHZ 4449) wird in 
einer Fernbach-Flasche auf einem Medium nach Yousten und Rogoff , 
(A. A. Yousten und M-H. Rogoff^) wie zuvor beschrieben, jedoch mit 
einem erhohten Glukoseanteil (0,3 % anstatt 0,1 %) , kultiviert. 

Die Inkubationszeit betragt 4-5 Tage bei einer Temperatur von 30°C. 

Die Kolonien werden unmittelbar nach erfolgter Sporulation 
8) 

(B. Triimpi ) geerntet. Zur Trennung von Sporen und Parasporal- 

korpern wird die Methode von Delafield et al. (F.P. Delafield 
9) 

et al. ) verwendet. 

a) Trennung von Sporen und Kristallkorper : 

- Suspendieren autolysierter Kulturen in 1M NaCl/0.02 M 
Kaliumphosphat-Puffer (pH 7.0) mit 0.01 % Triton-X-100 (Merck). 

- Filtrieren der Suspension zur Abtrennung particularer 
Bestandteile , wie Agar-Reste u.a.. 

- Zentrifugieren. 

- Mehrmaliges Waschen des Sediments mit der oben beschriebenen 
L'6 sung, bis nur noch Spuren von Bestandteilen, die bei 260 nm 
absorbieren, im Ueberstand verhanden sind. 

- Waschen der particularen Bestandteile in 0.2 M NaCl 0.004 M 
Phosphat-Puffer (pH 7.0)/0.01 % Triton-X-100 . 

- Wiederholen des Waschvorgangs mit 0.01 % Triton-X-100. 

- Resuspendieren der Partikel in Wasser. 

- Entfernen der restlichen Zellen aus der Suspension, 

- 3-tnaliges Zentrifugieren und anschliessendes Waschen der 
zuruckgebliebenen Sporen und Kristalle in 0.02 M Phosphat-Puffer 
(pH 7.0)/0.01 % Triton-X-100. 
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— Ueberfuhren der Suspension, in 182 ml desselben Puffers, der in 
einen zylindrischen Scheidetrichter , der 105 g einer 20 %igen 
(w/w) wassrigen Natriumdextransulf at 500-Losung (Sigma), 13.2 g 
festes Polyethylenglykol 6000 (Merck), 3.3 mi 

3 M Phosphat-Puffer (pH 7.0) sowie 7.5 g NaCl enthalt. 

— Schiitteln zur Losung der festen Bestandteile. 

— Einstellen des Volumens auf 600 ml durch Zugabe einer gut 
durchroischten Losung gleicher Zusammensetzung, aber ohne 
bakterielle Bestandteile . 

— Kraf tig schiitteln. 

— 30 Minuten bei 5°C steben lassen. 

— Nach erfolgter Phasentrennung Abziehen der oberen Phase (enthalt 
den Grossteil der Sporen aber nur sehr wenig Kristalle) . 

— Zentrif ugieren der oberen Phase . 

— Ueberfuhren des Ueberstands in den Scheidetrichter zu der dort 
verbliebenen unteren Phase (enthalt eine Mischung aus Sporen und 
Kristallen) . 

— Wiederholen des Extraktionsvorgangs . 

Nach der lOten Extraktion sind die Kristallkorper in der unteren 
Phase praktisch frei von Sporen und kbnnen durch Zentrif ugation 
isoliert werden. Sowohl die Sporen, wie auch die Kristallkorper 
werden anschliessend 5 mal in kaltem destilliertem Wasser gewaschen. 
Die Kristallkorper werden als wassrige Suspension bei einer Tempe— 
ratur von — 5°C aufbewahrt- 

b) Losen der Kristallkorper 

Ein Aliquot der kristallkorperhaltigen Suspension wird fur 
10 Minuten bei 12'000 g zentrif ugiert. Das so gewonnene Sediment 
wird in 0,05 M Carbonat-Puf f er und 10 mM Dithiothreitol (DTT, Sigma; 
die Mischungen von Carbonat— Puf f er und Dithiothreitol wird im 
folgenden als Carbonat /DTT bezeichnet) in einer Konzentration von 
5 mg Sediment /ml Carbonat/DTT— Mischung resuspendiert - 
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Nach 30 mimitiger Inkubation bei 37°C werden die unloslichen 
Partikel durch 10 miniitige Zentrif ugation bei 25' 000 g abgetrennt. 
Der Ueberstand wird gegen Carbonat-Puf f er dialysiert und anschlies- 
send auf seinen Proteingehalt und seine Aktivitat im Biotest bin 
untersucht. 

Fur Aufbewahrungszwecke wird die Protoxinlbsung in einzelne Por- 
tionen aufgeteilt, die tiefgefroren werden. Protein, das frei von 
DTT ist, bat beim Auftauen eine Gel-artige Konsistenz. Ein voll- 
standiges Losen des Proteins wird durch Zugabe von 1 mM DTT er- 
reicht . 

c) Inaktivierung Kristalikorper-gebundener Proteasen; 
Serin Proteasen und Metall-Proteasen der Kristallkorpersuspension 
[Chestukhina et al. 10 ^] werden durch Zugabe von Diisopropylf luor- 
phosphat (DFP, Serva) und EDTA auf die im folgenden angegebenen 
Weise inaktiviert: 

Die Kristallkorper werden in 0,01 M Phosphat-Puf f er , pH 8,0 und 1 mM 
EDTA in einer Konzentration von 5-10 mg Kristallkorper /ml Puf- 
fer /EDTA-Mischung , suspendiert. Die Suspension wird dann mit 
Ultraschall behandelt, bis eine monodisperse Lbsung vorliegt (dies 
wird mit Hilfe eines Lichtmikroskops uberpruf t) . 

In einem Abzug wird, unter den ublichen Sicherheitsvorkehrungen, 
1 mM DFP zu der Suspension zugegeben. Das Rohrchen, das die 
Suspension enthalt, wird luftdicht verschlossen und kraftig 
geschiittelt. Nach Inkubation uber Nacht bei Raumtemperatur wird die 
inaktivierte Suspension so lange dialysiert, bis ein Gleichgewicht 
gegenuber H2O und 1 mM EDTA erreicht ist. 
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II. 2. Immunisierung von Ziegen 

Das Antigen wird hergestellt aus Kristallkorpern des B. thurin- 
giensis Serotyp H-3 durch Auflosen der Kristallkorper in Carbo- 
nat/DTT, Dialysieren der so erhaltenen Losung gegen Carbonat-Puf f er 
und 1 mM DTT und Reinigen des Antigens durch Steril-Filtration unter 
Verwendung eines 0,45 um Millipore Filters. 

Die Antigen-Losung wird mit "komplettem Freund's Adjuvants" (Bacto) 
in einem Verhaltnis von 1:1 gemischt und bei 4°C gelagert- 

In der Versuchs station der CIBA-GEIGY AG in St. Aubin (Fribourg, 
Schweiz) , werden 2 Ziegen mit H-3 Protoxin immunisiert . Jede der 
beiden Ziegen erhalt ein intracutane Injektion von 0,5 mg Antigen 
und eine subcutane Injektion von 1,5 ml Pertussis (Behring) , 
letzteres zur Steigerung der Immunreaktion. Die gesamte Bebandlung 
wird an den Tagen 0, 28 und 76 durchgefiihrt . Blutproben werden am 
35., 40., 84. und 89. Tag abgenommen, wobei am 35. Tag 5 ml und an 
den ubrigen Tagen je 80 ml entnommen werden. 

Nach Koagulation des Blutes werden die Seren zur Inaktivierung des 
Rompleinent-Systems fur 30 Minuten bei 56°C inkubiert. Die Seren 
werden bei — 20°C aufbewahrt. 

II. 3. Reinigung und [ 1 25 I ]-Markierung der Ziegen-H3 Antikorper 
a) Re in i gun g des Immunglobulin : 

Die IgG (Immunglobulin G) Fraktion des Ziegen H3— Antiserums wird 

durch Ammoniumsulf at -Pr a zip it at ion gereinigt, gefolgt von einer 

Chromatographie an DEAE Cellulose und einer Analyse auf Ouchterlony 

Immundif fusionsplatten (O. Ouchterlony** ^ ) entsprechend der von 

12) 

Huber— Lukac (H. Huber- Lukac ) beschriebenen Methode . 

Dabei werden 30 ml 3,2 M Ammoniumsulf at zu 15 ml Ziegen— H3— Antiserum 
in 15 ml PBS 1 (0,01 M Phosphat-Puf f er , pH 7.4 und 0,8 % NaCl) 
zugetropft. Die Mischung wird fur 15 Minuten stehengelassen. Nach 
Zentrifugation der Mischung (10 f 000 g, 20 min) , wird das Sediment in 
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7,5 ml PBS 1 wiederauf genommen , dreimal bei einer Temperatur von 4°C 
gegen 1000 ml PBS 1 dialysiert, anschliessend gegen 1000 ml 0,01 M 
Phosphat-Puf fer pH 7.8 dialysiert und zuletzt zentrif ugiert (3000 g, 
20 min). 



Der Ueberstand wird auf eine 30 ml DEAE-Saule aufgetragen und be! RT 
mit 0,01 M Phosphatpuffer pH 7.8 eluiert (Durchf lussrate: 
20-80 ml/h) . Die Fraktionen des ersten Peak werden gepoolt und 
lyophilisiert. Die durchschnittliche IgG-Ausbeute liegt bei 
180 mg/15 ml Serum. Die Reinheit der IgG Fraktion wird mit Hilfe der 
Immundif fusion (0. Ouchterlony** ^ ) gegen Anti-Ziegen-IgG Antikorper 
und gegen An ti-Zie gen-Serum Antikorper des Kaninchens (Miles Labora- 
tories) uberpriif t • 

Die weitere Reinigung der Antikorper erfolgt durch Absorption an 
einer Sepharose®( Pharmacia) Saule die H 3 -Protoxin gebunden enthalt. 
Die Bindung des Protoxin an CNBr-Sepharose® (Pharmacia) wird 
entsprechend der vom Hersteller gemachten Angaben durchgefiihrt , die 
sich wie folgt zusammenfassen lassen; 

1 g CNBr-aktivierte Sepharose® 6MB wird fiir ein Gel-End-Volumen von 
3 ml abgewogen. Das Gel wird gewaschen und auf einer Glasfritte 
unter Verwendung von 200 ml 1 mM HC1 erneut gequollen. Das H 3— Anti- 
gen Protein, das man wie oben unter Punkt II.l.c beschrieben erhalt, 
wird in 0,1 M NaHCOa und 0,5 M NaCl gelbst. 1 ml des Gels enthalt 
dann 5-10 mg Protein. Die Gel-Suspension und das Antigen werden fiir 

2 Stunden bei Raumtemperatur vermischt. Das uberschussige Protein 
wird durch Waschen mit 0,1 M NaHC0 3 (pH 8.3), 0,5 M NaCl und 0,5 M 
Ethanolamin entfernt. Ein weiterer Waschvorgang schliesst sich an 
mit 0,1 M NaHC0 3 (pH 8.3) und 0,5 M NaCl, gefolgt von 0,1 M CH 3 C00Na 
(pH 4) und 0,5 M NaCl. Der letzte Waschvorgang wird dann wieder mit 
0,1 M NaHC0 3 und 0,5 H NaCl durchgefiihrt. 

Das Protein-Sepharose^-Konjugat kann anschliessend in eine Pharma- 
cia~K9-Saule (Pharmacia) gepackt werden. Das IgG kann dann an dieser 
Saule sehr effektiv gereinigt werden. 
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Spezifisch gebundene Antikorper werden mit 3 M KSCN eluiert und 

gegen PBS 2 (10 mM Natrium-Phosphat pH 7.8, 0,14 M NaCl) dialysiert. 

Die Antikorper werden anschliessend unter Verwendung der Chloramin-T 

13) 

Methode (Amersham Buchler Review ) mit 1 25 I radioaktiv markiert. 
b) Iod-Markierung : 

1 m Ci Natrium—jodid- 1 25 I wird in ein Rohrchen mit 100 |il 0,5 M 
Phosphat-Puf fer (pH 7.2) gegeben. Unter standigem Ruhren werden 5 ug 
der Protein-Losung (0,5 mg/ml in TBS), und 50 |ig Chloramin T in 
0,05 M Phosphat-Puf fer (pH 7.2) hinzugefugt. Nach einminiitiger 
Inkubation bei RT erfolgt die Zugabe von 120 ug Na 2 S z 05- Freies Jod 
wird von dem markierten Protein liber eine 0,9 x 12 cm Saule, gepackt 
mit Sephadex® G-25, abgetrennt. Um eine Absorption des markierten 
Proteins an die Saule zu verhindern, lasst man zunachst 0,5 ml BSA 
(100 mg/ml) durch die gepackte Saule laufen. Danach wird das 
markierte Material quantitativ auf die Saule uberfiihrt und mit 
Phosphatpuffer (pH 7.2) eluiert. Die Fraktionen (1 ml) werden 
gesammelt, bis das gesamte Protein eluiert ist. 

III. Klonieren der 6-Endotoxin-Gene 

Eine partielle Sau3A-DNA-Bibliothek der B. thuringiensis var. 

kurstaki HD1 , Stamm ETHZ 4449 Plasmid DNA im wesentlichen ent- 

14) 

sprechend den Angaben bei Maniatis et al. (T. Maniatis et al. ) 
hergestellt und in die BamHI— Rest rikt ions s telle von pBR322, das als 
Vektor DNA fungiert, subkloniert, wie unten beschrieben: 

III.l* Partielle Verdauung hochmolekularer B. turingiensis DNA 

Die Verdauung mit Sau3A wird in der Weise durchgef iihrt, dass die 

Anfarbung der DNA-Bruchstucke auf dem Agarose-Gel mit Ethidiumbromid 

bevorzugt im 2-10 Kb-Bereich erfolgt. Dies wird durch Anwendung der 

14) 

von Maniatis et al. (T- Maniatis et al. ) beschriebenen Methode 
erreicht- 

Die Auftrennung der part ie 11 zerstiickelten DNA wird auf ein era 
praparativen Agarose-Gel durchgef iihrt , wie es in Abschnitt IV. 2. 
b schrieben ist oder vorzugsweise auf einem NaCl Salz-Gradienten . 
Man stellt den linear en Salz-Gradienten zwischen 5 und 20 % NaCl in 
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TE-Puffer ein und zentrif ugiert bei 35 Krpm fur 3 Stunden in einem 
SW 40 Ti Beckman Rotor. Die gesaromelten Fraktionen werden durch 
2ugabe von Ethanol prazipitiert und auf einem Agarose-Gel ana- 
lysiert. 

10 ug des Plasmids pBR322 werden mit 10 Einheiten der Endonuclease 
BamHI in 50 ul 10 mM Tris-HCl, pH 7.4, 100 mM NaCl und 10 mM MgCl 2 
bei 37°C 1-2 h verdaut. 

Die Phosphatase-Behandlung der gespaltenten DNA wird f olgendennassen 
dur chgef uhr t : 

10 ug DNA werden zunachst in 50 ul Tris^HCl, pH 8, gelost, 
anschliessend erfolgt die Zugabe von alkalischer Phosphatase aus 
Rinderdarm (Boehringer) in einer Konzentration von 

3 Einheiten/u£ DNA. Nach einer 30 mimitigen Inkubation bei 37°C wird 
die DNA zweimal mit Phenol behandelt und anschliessend mit Chloro- 
form extrahiert. Nach erfolgter Ethanol-Prezipitation wird die DNA 
in 20 y.1 H 2 0 resuspendiert und fur die Verkniipfungs-Reaktion mit den 
durch partielle Sau3A-Verdauung erhaltenen DNA-Bruchstticken ver- 
wendet. Die Reaktion wird f olgendennassen durchgefuhrt : Zu 0,4 ug 
Sau3A verdauter DNA in 10 ul H 2 0 werden 0,1 ug des Phosphatase 
behandelten Vektors hinzugegeben. 

Die Verknupfungsreaktion wird erreicht durch Zugabe von 50 tdM 
Tris»HCl, pH 7.4, 1 mM ATP, 10 mM MgCl 2 und 15 mM DTT, mit nach- 
folgender Applikation von 20 Einheiten Ti* DNA Ligase (Biolabs). Nach 
einer Inkubation bei 15°C uber Nacht wird die DNA zur Transformation 
von kompetenten E.coli HB101 Zellen verwendet. 

Alternativ zur Herstellung einer partiellen Sau3A-Bibliothek kann 
auch eine DNA-Bibliothek von B. thuringiensis (var. kurstaki HD1 , 
Stamm ETH2 4449) durch vollstandige BamHI und teilweise Clal-Ver- 
dauung der Plasmid-DNA erstellt werden. Danach erfolgt die Klonie- 
rung in pBR322 zwischen den Clal- und BamHI-Schnittstellen. 
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III. 2. Transformation mit Hilfe des Calciumchlorid-Verfahrens: 
Die Bereitstellung kompetenter Zellen erfolgt durch Behandlung von 
Zellen, die bis zu einer Populationsdichte von 5 x 10 7 Zellen/ml 
heraugewachsen sind, mit Calciumchlorid (Maniatis et al.*^). 
Die Transformation wird erreicht durch Zugabe von DNA zu diesen 
Zellen. Anschliessend werden die Zellen 3 Minuten bei 42°C inkubiert 
gefolgt von einer Verdlinnung mit 1 ml LB-Medium, einer Inkubation 
vahrend 60 Minuten bei 37°C sowie der Verteilung auf selektive 
Medien unter Verwendung allgemein bekannter Methoden (T. Maniatis 
et al 15 >). 



III»3. Hersteilen roher Zell-lysate 

Die Kolonien, die das 6 —Endotoxin— Gen enthalten, exprimieren ein 
Protein mit einer ahnlichen biologischen Aktivitat vie die gereinig- 
ten und gelosten Toxin— Kristalle (H.E. Schnepf et al*^). Sie werden 
daher mit Hilfe innnunologischer Methoden unter Verwendung von 
Ziegen-Antikorpern (den H3— Antikorpern) , welche gegen B. thurin- 
giensis var. kurstaki Kris tallkorper— Protein hergestellt wurden, 
gescreent. Die Bakterienkolonien werden einzeln in 5 ml LB-Medium in 
Gegenwart von Ampicillin kultiviert. Zehn Kulturen werden jeweils 
gepoolt, geerntet und in 10 xnM NaCl gewaschen; zuletzt werden die 
Zellen in 2 ml 400 mM NaCl, 0,1 M NaOH und 1 mM PMSF lysiert. Nach 
20 miniitiger Inkubation bei Zimmerteraperatur werden die Lysate durch 
Zugabe von 20 ul 2 M Tris-HCl, pH 7.0, neutralisiert . Nach Zentri- 
fugation in einem SS34 Sorvall Rotor (20 min, 10' 000 rpm) werden die 
Lysate ausgiebig gegen TBS (10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 0,14 M NaCl) 
dialysiert . 



Ill .4. Radio immunologisches Screening der Zellextrakte 
Die Extrakte werden mit Hilfe der Plastikbecher-Methode, wie sie bei 
Clarke et al. (L. Clarke et al-^" ) beschrieben 1st, radioimmuno— 
logisch auf Anwesenheit von 6 -Endo toxin-Antigen hin unter sucht. 
Einzelne Flastikbecher werden uber Nacht mit 150 pi gereinigten 
H3-Gans-Antikorpern (10 ug/ml) in 10 mM Tris*HCl, pH 9.3, 
beschichtet und liber Nacht bei 4°C aufbewahrt. Die Becher werden 
dreimal mit TBS/Tween (TBS + 0.5 % Tween 20) gewaschen, mit 150 pi 
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des Bakterienextrakts gefullt und fur 6 Stunden bei 37 °C inkubiert. 
Nach dem Waschen werden die Becher mit 150 jil [ 125 l] markierten 
Kaninchen-Anti-Ziegen-H3-Antikorpern (60 ng, 10 s cpm] In TBS, 
enthaltend 25 % Pf erdeserura, versetzen und liber Nacht bei Zirainer- 
temperatur inkubiert. Nach erneutem Waschen mit TBS/Tween werden die 
einzelnen Plastikbecher in einem Szintillationszahler gemessen. 

III. 5. Restriktionskarte und Lokalisation des 6 -Endotoxin Gens auf 
dem rekombinanten Plasmid pK19 

a) Restriktionskartierung: 

Die Restriktionskarte des DNA-Klons pK19, die man nach dem oben 
beschriebenen immunologischen Screening der Sau3A-Bibliothek des 
B. thuringiensis HD1 , ETHZ 4449 erhalt, ist aus den Ergebnissen 
einmaliger, zveiraaliger und dreimaliger Verdauungen der Plasmid-DNA 
mit verschiedenen Restriktionsenzymen ableitbar. Die Enzymver- 
dauungen werden alle entsprechend den Anweisungen des Herstellers 
durchgeftihrt . Kurzgesagt wird die DNA (1 }ig / 50 zunachst in 

einem flir die betreffenden Restriktionsendonucleasen geeigneten 
Puffer gelost und anschliessend die verdaute DNA nach einer Inku- 
bationszeit von 1—2 Stunden bei 37°C auf ein Agarose-Gel aufgetragen 
und einer Elektrophorese unterzogen. Falls eine weitere Behandlung 
mit einem zweiten Enzyra notig wird unter Bedingungen, welche 
inkompatibel mit dem ersten Enzym sind (beispielsweise aufgrund 
eines falschen Puffers), wird die DNA zunachst mit einer 1:1 
Mischung von Phenol und Chloroform extrahiert, anschliessend mit 
Ethanol precipitiert und zuletzt unter den zuvor inkompatiblen 
Bedingungen (wie z*B. in einem Puffer, der fur das 2. Enzym benotigt 
wird) inkubiert * 

b) Southern transfer: 

Die fiir das 6— Endotoxin kodierende Sequenz wird mit Hilfe der 

Hybridisierungsreaktion radioaktiv markierter RNA aus sporulierenden 

B. thuringiensis-Zellen, mit spezifischen Restriktionsf ragmenten von 

pK19 bestimmt. Dies wird durch Anwendung der bei Southern (Sou- 
18) 

thern ) beschriebenen Transf er-Technik erreicht: 
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Entsprechend ihrer Grosse tiber ein Agarose-Gel elektrophoretisch 
aufgetrennte DNA-Fragraente werden denaturiert, auf ein Nitro- 
zellulosef liter ubertragen und innnobilisiert. Die relative Lage der 
DNA-Fragmente im Gel wird dabei im Verlaufe ihres Transfers auf der 
Filter beibehalten. Die an den Filter gebundene DNA wird anschlies- 
send mit 3 2 P-markierter RNA hybridisiert ; durch Autoradiographic 
wird dann die Position jeder einzelnen Bande lokalisiert, die 
komplementar zu der radioaktiven Probe 1st. 

Der DNA— Transfer vom Agarose-Gel auf Nitrozellulose-Papier wird 

19) 

entsprechend den Anweisungen bei Maniatis et al. durchgef uhrt. 
c) Hybridisierung der Southern-Filter: 

Die Vorhybridisierung und die eigentliche Hybridisierung werden 

entsprechend den Anweisungen bei Maniatis et al- (T. Maniatis et 
20) 

al. ) mit den folgenden Modif ikationen durchgef lihrt : Die gebak- 
kenen Filter werden in einen durch Hitze verschweissbaren Plastik- 
beutel gegeben. 

Pro cm 2 Nitrozellulosef liter werden 0,2 ml einer Prehybridisierungs- 
Mixtur zugegeben. 

Prehybridisierungs-Mixtur: 4 x SSC 

50 % Formamid 
0,2 % SDS 
20 mM EDTA 

25 mM Kaliumphosphat (pH 7*2) 
5 x Denhard's Losung 

100 ug/ml denaturierte Kalbsthymus-DNA 

Die Beutel werden in der Regel fur 3-4 Stunden bei 37 °C inkubiert. 

Die Prehybridisierungs-Mixtur wird entfernt und durch die folgende 
Hybridisierungs-Mixtur (50 ul/cm 2 Uitrozellulosef liter) ersetzt. 
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Hybridisierungs-Mixtur: Gleiche Zusannnensetzung wie die Prehybridi- 

sierungsmixtur , aber jetzt xnit 3 2 P-raar- 
kierter denaturierter RNA Probe 
(10 6 -10 7 cpm/Filter) , hergestellt ent- 
sprechend den unten unter Punkt Ill.S.d. 
gemachten Angaben* 

Die Beutel werden gewohnlich bei 37 °C iiber Nacht aufbewahrt. Nach 
der Hybridisierung werden die Filter 15 Minuten in 2 x SSC und 0,1 % 
SDS bei RT gewaschen, wobei besagter Waschvorgang zweimal wiederholt 
wird; anschliessend werden die Filter 60 Minuten in 0,1 x SSC und 
0,1 % SDS gewaschen. Die Filter werden auf Whatman 3MM Papier 
getrocknet und flir die Autoradiographic vorbereitet. 

d) Isolation und radioaktive Markierung der B. thuringiensis var. 
kurstaki RNA. 

B. thuringiensis var. kurstaki Zellen werden auf einem Rogoff- 

5) 

Medium, enthaltend 0,1 % Glucose (A. A. Yousten and M.H. Rogoff ) 
kultiviert. 500 ml Kulturen werden in 2 Liter-Erlenmeier-Flaschen 
bei 300 rpm und 30°C geschuttelt. Wahrend des Zellwachstums geht der 
pH-Wert von pH 7 auf etwa 4.8 zuruck und steigt dann wieder auf 
Werte von pH 7 an. Zu diesem Zeitpunkt beginnen die Zellen zu 
verklumpen. Der Zeitpunkt, an dem der pH seinen Ausgangswert wieder 
erreicht, wird als Startpunkt der Sporulation angesehen. Die Zellen 
werden fur weitere 5 bis 6 Stunden kultiviert. Man fiigt dann 
Rifampicin (50 ug/ml) hinzu und schlittelt die Zellen fur weitere 
10 Minuten. Die eisgeklihlten Zellen werden geerntet und in 10 ml 4 M 
Guanidinthiocyanat , 0,5 % Sarcosyl, 25 mM Natriumcitrat pH 7 und 
0,1 M 2-Mercaptoethanol resuspendiert . Die Zellen werden bei -80°C 
tiefgefroren und anschliessend in einer 'French Press* auf gebrochen. 
Nach einer 15 minlitigen Zentrif ugation des Zellextraktes bei 
15' 000 rpm (Sorvall SS34 Rotor) werden 0,5 g/ml CsCl zu dem Ueber- 
stand hinzugegeben, der dann in einem Beckman 60Ti Zentrifugen- 
rohrchen auf eine aus 5,7 M CsCl, 0,1 M EDTA bestehende Unterlage 
auf geschichtet wird. Nach erneuter Zentrifugation fur 20 h bei 
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38 r 000 rpm wird das RNA-Pellet mit Ethanol gewaschen, getrocknet, in 

7 M Guanidinhydrochlorid gelost und mit Ethanol prezipitiert . Die 

Gesamt-RNA aus sporulierenden Zellen wird dephosphoryliert und mit 

[ 32 P] ATP und T4 Polynukleotid-Kinase nach standardisierten Ver- 

21) 

fahren (N* Maizels ) markiert. 

RNA Markierung mit Polynukleotid-Kinase: 

Etwa 1 \ig RNA wird durch Erhitzen in 50 mM Tris-HCl (pH 9.5) einer 
milden alkalischen Hydrolyse unterworfen; Zeit und Temperatur der 
Inkubation: 20 Minuten bei 90°C. 

Die Hydrolyse liefert freie 5' Hydroxylgruppen, die als Substrate 
fur die Polynukleotid-Kinase dienen. Die Hydrolyse wird in ver- 
siegelten Kapillarrohrchen mit einem Gesamtvo lumen von 4 ul durch— 
gefxihrt. Die Kinase Markierung erfolgt in Reaktionseinheiten 
von 10 uJL, die 50 mM Tris-HCl (pH 9.5), 10 mM MgCl 2 , 5 mM Dithio- 
threitol, 5 % Glycerol und 1 uM [r 32 P]-ATP, markiert mit einer 
spezifischen Aktivitat von 6000 Ci/mmol, enthalten. Jede Reaktions— 
einheit enthalt etwa 1 ug RNA und 2 u.1 T4 Polynukleotid Kinase, die 
Reaktion wird bei 37°C tiber einen Zeitraum von 45 Minuten durchge— 
fuhrt. Es entsteht auf diese Weise eine RNA mit einer spezifischen 
Aktivitat von ca. 3 x 10 7 Cerenkov cpm/ug- Die RNA wird vom 
[y 32 P]-ATP durch dreimalige Ethanol Prezipitation in Gegenwart yon 
5 |ig eines tRNA Carriers abgetrennt. 

111*6. Identif izierung von Klonen, die flir das 6 -Endo toxin , in der 
BamHI/Clal Plasmid DNA Bibliothek, kloniert in pBR322, codieren: Die 
pK 25 Serie 

a) In situ Hybrid! sierung bakterieller Kolonieni 

22) 

Die Koloniehybridisierung (M„ Grunstein and D. Hogness ) wird 
durchgefuhrt durch Ueberfuhren der Bakterien von einer die Basis— 
kultur enthaltenden Platte ("master plate") auf einen Nitro- 
cellulosef ilter • Die auf dem Filter befindlichen Kolonien werden 
anschliessend lysiert und die freigesetzte DNA wird durch Erhitzen 
auf dem Filter fixiert. Nach Hybridisierung init einer 3 2 P-markierten 
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Probe wird der Filter mit Hilfe der Autoradiographic kontrolliert . 
Eine Kolonie, deren DNA bei der Autoradiographie ein positives 
Ergebnis bringt, kann dann von der die Basiskultur enthaltend n 
Platte gewonnen werden. 

Fur das Screening der BamHI/Clal Plasmid DNA Bibliothek, kloniert in 

pBR322, wird ein innerhalb des 6-Endotoxins gelegenes DNA-Fragment 

verwendet. Die Methode ist bei Maniatis et al. (T. Maniatis 
23) 

et al, ) beschrieben. 

Die Filter werden mit einer 3 2 P-markierten Probe, die gemass der 
nachfolgend unter Punkt III.6.b beschriebenen Methode hergestellt 
wird, hybrid! siert. 

Zur Herstellung eines Autoradiographiebildes wird der Filter in 
"Saran Wrap" eingeschlagen und einem Rontgenfilm ausgesetzt. 

Die positiven Klone werden von der die Basiskultur enthaltenden 
Platte isoliert und analysiert. Sie besitzen neben einer DNA- 
Sequenz, die fiir das Toxin kodiert, die DNA flankierende Region, was 
anhand immunologischer Verfahren (siehe Punkt III. 4. oben) sowie von 
Restriktionskartierungen (siehe Punkt III. 5. oben) und in einem 
in vivo Biotest (siehe Punkt III. 7. unten) nachgewiesen werden 
konnte. Diese Klone werden im folgenden mit pK25-i bezeichnet, wobei 
i fiir eine Zahl zwischen 1-7 stent. 



b) DNA-Nick-Translation; 

Eine Radionukl id-Ma rkie rung eines internen DNA-Fragments des 

6-Endotoxin Gens wird nach dera im folgenden beschriebenen Verfahren 
durchgef iihrt : 

Mixtur: 3 ul DNA ( l|ig) 

1,5 ul Nick Translation Puffer (10-fach konzentriert: 

0,5 M Tris, pH 8, 0,05 M MgCl 2 ) 
1,5 ul 2,5 mM d Guanosin-5 1 -triphosphat (GTP) 
1,5 }il 2,5 mM d Cytidin-5' -triphosphat (CTP) 
1,5 yil 2,5 mM d Thymidin-5 '-triphosphat (TTP) 
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2,5 til H 2 0 

0,75 til BSA (1 mg/ml) 

1,5 ill 100 ixiM B-Mercaptoethanol 

vermischen und zu 100 uCi getrocknetem [ 32 P-ct]-ATP [10 mCi/mmol] 

hinzugeben 

gut durchmischen » 

—4 

0,75 ]il einer 1 x 10 -Losung von DNAsel (1 rag/ml) in Nick Trans- 
lations Puffer hinzufligen, 

1 Minute bei RT inkubieren, auf Eis uberfuhren 

1 ]il E.coli Polymerase I (Biolabs; Endvolumen: 15 |il) zugeben. 
3 Stunden bei 15°C inkubieren, 

bei 65°C 10 Minuten erhitzen, 35 ill 50 mM EDTA und 10 ul tRNA 
StanuDlosung (100 ug) hinzufligen. 

Nicht eingebaute Nukleotide werden durch Chroma to grapie an einer 
kleinen Sephadex-G50-Saule abgetrennt. 

c) Subklonieren des kompletten S -Endotoxin Gens im pUC8-Vektor: des 
pK36 Klons 

Der pUC8-Vektor (New England Biolabs) wird mit den Restriktions- 
enzymen Hindi und PstI sowie durch Behandlung mit alkalischer 
Phosphatase (siehe Punkt III.l. oben) vollstandig verdaut. Das 
Hpal/Pstl-Fragment von pK25-7 (siehe Punkt III. 6. a) oben), das fur 
das 6 -Endo toxin-Gen kodiert (Tabelle 2) wird mit der Vektor DNA 
verkntipft und in E.coli HB101 Zellen transf ormiert * Einer der 
korrekt transf ormierten Klone erhalt die Bezeichnung pK36* 

III. 7. Biotest zur Bestimmung des B. thuringiensis Toxins: 
Zu dem gereinigten Lysat, das entsprechend den unter Punkt III. 3. 
gemachten Angaben erhalten werden kann, wird Ammoniumsulf at in einer 
30 % Sattigungskonzentration hinzugegeben. Das Prazipitat wird in 

2 ml 50 mM Natriumcarbonat , pH 9.5, gelbst und gegen den gleichen 
Puffer dialysiert. Als Kontrolle werden E.coli Extrakte hergestellt, 
die zwar die Vektor DNA aber ohne eingebaute B. thuringiensis DNA 
enthalten- Die E.coli Zellextrakte werden zunachst mit Ultraschall 
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behandelt, anschliessend werden 4 Konzentrationen entsprechend dem 
Toxin-Gehalt In den Extrakten hergestellt und mit 0,1 % (v/v) eines 
Benetzungsmittels vennischt. 

Blattscheibchen von Baumwollpf lanzen, die unter kontrollierten 
Bedingungen in einer Klimakamtner (25°C, 60 % relative Luf tf euchtig-* 
keit) herangezogen worden sind, werden in die E.coli Zellextrakt- 
Suspensionen eingetaucht. Heliothis virescena Larven itn ersten 
Larvenstadium (30 Larven pro Konzentration) , die zuvor in einem 
Fitnesstest standardisiert worden sind, werden dann auf die 
getrockneten Blattscheibchen gesetzt und einzeln fur 3 Tage bei 25°C 
inkubiert. 

Die Mortalitat wird in % gemessen, wobei nur die Kriterien T tot' 
oder ' lebendig' Anwendung finden. Die Extrakte, die Mortalitat 
hervorrufen, besitzen daher bioinsektizide Aktivitat, die von der 
klonierten B. thuringiensis DNA stammt. 

IV* DNA— Sequenzierung 

Beide Strange der DNA-Fragmente, die fur das 6-Endotoxin-Gen 

24) 

kodieren, werden nach der Methode von F. Sanger et aL unter 

25) 

Verwendung des Ml 3 Systems (J. Messing ) sequenziert. 

IV. 1. Klonieren des fi-Endotoxin-Gens in die replikative DNA-Form 
des Ml 3 

Aus der Restriktionskartierung des klonierten 6 -Endo toxin-Gens und 
der Southern-Blot-Analyse lasst sich erkennen, dass das Gen auf zwei 
DNA Fragmenten von pK36 lokalisiert ist: Hpal (Position 0 auf der 
Sequenz) bis Hindlll (Position 1847) und EcoRI (Position 1732) bis 
PstI (Position 4355). Das erste Fragment wird in M13mp8 (New England 
Biolabs) zwischen der einzigen Hindi und der einzigen Hindi I I 
Stelle in einer Reaktion kloniert, die analog dem oben beschrie- 
benen Verkntipf ungs-Prozess ablauft. 
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IV. 2. Herstellung einer auf einanderf olgenden Reihe uberlappender 
Klone 

Zur Verkurzung des Hpal-Hindlll DNA Fragments, das fur das 5 f -Ende 

26) 

des Gens kodiert, koxnmt die Bal31 Methode (M.Poncz et al. ) zur 
Anwendung. Besagtes Verkurzen wird f olgendermassen durchgefuhrt : 

Das Fragment wird in Ml3rap8 zwischen den einzigen Hindi und 
Hindlll-Stellen kloniert. 10 mg der replikativen DNA Form wird mit 
der Restriktionsendonuclease Hindlll linearisiert und anschliessend 
mit der Endonuclease Bal31 in 100 ul 600 mM NaCl, 12 mM CaCl 2 , 12 mM 
MgCl 2 , 20 mM Tris-HCl, pH 8 und 1 mM EDTA, behandelt. Diese Mischung 
wird bei 30°C fur 5 Minuten vorinkubiert. Anschliessend werden 
5 Einheiten Bal31 zugegeben. Unmittelbar nach dieser Zugab sowie 
nacn 2, 4, 6, 8, 10 und 12 Minuten werden jeweils 13 ul entnommen* 
Um bier eine weitere Reaktion zu verhindern werden gleich nach 
erfolgter Entnahme 25 p.1 Phenol und 40 ul TE- Puffer zugesetzt. Diese 
Mixtur wird zentrif ugiert , mit Chloroform extrahiert und mit Ethanol 
prezipitiert . Das so erhaltene DNA Prezipitat wird in 20 \il 
100 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl und 10 mM MgCla resuspendiert und mit 
einem zweiten Enzym verdaut, das auf der anderen Seite des urspriing- 
lich klonierten Fragments gefunden wird; im vorliegenden Fall 
handelt es sich dabei um BamHI . Nach Auftrennung in einem Agarose— 
Gel entsprechend der Grosse, werden die verkurzten Fragmente mit 
Ethidiumbromid gefarbt und unter langwelligem W— Licht bei 366 nm 
sichtbar gemacht . 

Der Teil des Agarose-Gels , der die gekiirzten Fragmente enthalt, wird 
aus dem Gel herausgeschnitten, bei 65°C verfliissigt, auf 500 mM NaCl 
eingestellt und bei 65°C fur 20 Minuten inkubiert* Ein Volumenteil 
Phenol (aquilibriert mit 10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 1 mM EDTA, 500 mM 
NaCl) wird zugegeben. 



- 29 - 

0238441' 

Die wassrige Phase wird zweimal mit Phenol und einmal mi t Chloroform 
reextrahiert. Die DNA wird mit 2,5 Volumenteil n kalten absoluten 
Ethanols prezipitiert und durch Zentrif ugation gesammelt. Das DNA 
Pellet wird mit kaltem 80%igen Ethanol gewaschen und anschliessend 
im Vakuum getrocknet. Die DNA wird dann in 20 ul TE resuspendiert . 

Die Fragmente werden successiv um 200-300 Bp verkiir2t und besitzen 
auf der einen Seite des Fragments eine einzelne BamHI Restriktions- 
stelle und ein glattes Ende auf der anderen Seite. Diese Fragmente 
werden in einen M13mp8 Vektor kloniert, der zuvor durch zweifache 
Verdauung mit BamHI und Hindi, wie oben unter Punkt IV. 1 be- 
schrieben, linearisiert wird. 

Bei dem oben beschriebenen Verfahren wird die DNA Sequenz nur eines 
DNA Stranges erhalten, die bei der Hindlll Restriktionsstelle 
beginnt und in Richtung der BamHI-Stelle f ortschreitet . 

Die Vorgehensweise fur Sequenzierung des komplementaren DNA-Stranes 

desselben DNA-Fragments sowie die Restriktions-Schrittstellen der 

fur die Sequenzierung verwendeten Endonucleasen, d.h. in erster 

Linie fur die Verkiirzung des zweien DNA Fragments, weiterhin das 

EcoRI/Pst I-Fragment und dessen Sequenzierung sind in Abbildung 1, 

26} 

modifiziert nach Poncz et al. y und in Tabelle 1 wiedergegeben. 
IV. 3. Transformation des E.coli Stammes JM103; 

E.coli JM 103 Zellen werden auf M9 Maximal-Medium kultiviert. Die 
Transformation wird f olgendermassen durchgefuhrt : 

1. Eine einzelne E.coli JM 103 Kolonie in 2xYT inokulieren; iiber 
Nacht bei 37°C unter standigem Riihren aufbewahren; 

2. 40 ml 2xYT mit 200 ul der entsprechend Schritt 1 erhaltenen 
Kultur inokulieren; 
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3- Bei 37 °C unter standi gem Riihren bis zu einer ODsso von 0,5 
kultivieren; 

4. Auf Eis 5 Minuten inkubieren; 

5. Bei 6000 rpra 5 Minuten in einem vorgekuhlten SS34 Sorvall Rotor 
zentrifugieren; 

6* Die Zellen in 20 ml einer 50 mM sterilen eisgekuhlten CaClz— 
Losung (CaCl2-Losung sollte jeweils frisch hergestellt werden) 
suspendieren; 

7 • Auf Eis 40 Minuten inkubieren; 

8. Bei 6000 rpm 5 Minuten in einem SS34 Sorvall Rotor zentri- 
fugieren; 

9. Die Zellen in 3 ml einer eisgekuhlten CaClg-Losung suspendieren; 

10. 1-5 ul DNA oder 7-15 \l1 einer Ligase Formulierung zu 200 ]xl der 
entsprechend Schritt 9 erhaltenen Zellen zugeben; 

11. Auf Eis 30 Minuten inkubieren; 

12. Bei einer Temperatur von 42°C» 3 min inkubieren; 

13. 200 |il der entsprechend Schritt 1 erhaltenen Zellen zugeben; 

14. Oberf lachenagar aufkochen und bei 42 °C aufbewahren; 

15. Rohrchen rait 3 ml Oberf lachenagar , 30 ul X— GAL (20 mg/ml 
Dimethylsulfoxid) und 30 ul IPTG (20 mg/ml H 2 0) fiillen; 

16. Sorgfaltig durchmischen und sofort in zuvor erwarmte lxYT 
Platten tiberfuhren; 
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17. Platten fur ca 1 Stunde trocknen lassen; 

18. Platten umdrehen und bei 37 °C inkubieren. 

Die auf diese Weise erhaltenen Plaques sind fiir die weitere Behand- 
lung geeignet. 



Kontrollen: - 
+ 



200 |il kompetente 2ellen ohne exogene DNA 

1 ul M13mp8 (replikative DNA-Form, 10 ng) + 200 ul 
kompetenter Zellen 



IV. 4. Herstellung der replikativen Form einer rekombinanten Phagen 
DNA 

1 . Einzelne weisse Plaques vorsichtig in 9 ml 2xYT und 1 ml der nach 
Schritt 1 Teil IV. 3 erhaltenen Kultur uberfiihren und 7 Stunden 
bei 37 °C inkubieren 

2. Bei 4000 rpm 10 Minuten zentrif ugieren; 

3. Ueberstand liber Nacht bei 4°C aufbewahren; 

4. 10 ml des entsprechend Schritt 3 erhaltenen Ueberstandes sovie 
von 10 ml der entsprechend Schritt 1, Teil IV. 3 erhaltenen Kultur 
in 1 1 2xYT inokulieren; 

5. Bei 37°C 4 1/2 Stunden schutteln; 

6. Bei 5000 rpm 15 min zentrif ugieren; 

7* Die Zellen in 10 ml einer 10 % Sucroselbsung in 50 mM Tris»HCl, 
pH 8 suspendieren und abkiihlen; 

8. In 30 ml-Zentrifugenrohrchen uberfiihren; 



9. 2 ml frisch hergestellt Lysozym-Losung (10 tog /ml 0,25 M 
Tris-HCl, pH 8) hinzugeben; 
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10 • 8 ml 0,25 M EDTA zugeben und vorsichtig vermlschen; 

11. 10 min auf Eis inkubieren; 

12. 4 ml 10 % SDS (oder 1,6 ml 25 % SDS) zugeben und mit einem 
Glass tab vermischen; 

13. 6 ml 5 M NaCl (Endkonzentration: 1 M) zugeben und vorsichtig 
vermischen; 

14* 1 Stunde auf Eis inkubieren; 

15. 40 min bei 20*000 rpm in einem SS34 Sorvall Rotor zentrif ugie- 
ren; 

16. Ueberstand entnehmen und 1/10 Volumen 5 M NaCl und 15 ml 30 % 
PEG in TNE zugeben; 

17. 2 Stunden oder tiber Nacht bei 4°C inkubieren; 

18. Bei 8*000 rpm 15 Minuten zentrif ugieren; 

19. Pellets entnehmen und in 18 ml TE, pH 8 uberfuhren; 

20. 18 g CsCl (1 g/ml) zugeben; 

21. Entweder in Ti-50-Rohrchen uberfuhren und 0,4 ml Ethidiumbromid 
(10 mg/ml) zugeben oder in Ti-60-Rohrchen uberfuhren unter 
Zugabe von 1,2 ml Ethidiumbromid (10 mg/ml). 

22. Mit CsCl-Losung (1 g CsCl + 1 ml TE) aufftillen; 

23. Bei 35' 000 rpm und 20°C 36-48 Stunden zentrif ugieren; 

24. Die unter UV-Licht (366 nm) sichtbaren unteren Band n entnehmen; 
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25. Mit mit Wasser gesattigtem Butanol 3-4 mal extrahier n; 

26. Bei 4°C 3 mal jeweils gegen 1 1 steriles TE dialysieren; 
IV. 5. Herstellen einer Einzelstrang DNA Matrize: 

1. E.coli-JM 103-Zellen in 5 ml 2xYT-Medium bei 37°C iiber Nacht 
schutteln; 

2. 2 Tropfen einer entsprechend Schritt 1 erhaltenen Zellsuspension 
zu 25 ml 2xYT Medium zugeben; 

3. Zwei Rohrchen mit jeweils 2 ml der gemass Schritt 2 erhaltenen 
Kultur-Losung fullen und 1 Plaque pro Rohrchen, das entsprechend 
den Angaben unter Punkt IV, 3- oben erhalten wird, zugeben; 

4. 5 1/2 Stunden bei 37°C schutteln; 

5. Rohrcheninhalt in Eppendorf— Rohrchen liber ftihr en und 5 Minuten 
zentrif ugieren ; 

6. 1 ml des Ueberstandes in frische Eppendorf-Rohrchen iiberfuhren; 

7. 200 ul 20 % PEG 6000/2,5 M NaCl zugeben; 

8. 15 Minuten bei RT inkubieren; 

9. 5 Minuten zentrif ugieren; 

10. Ueberstand abheben und erneut kurzzeitig zentrif ugieren; 

11. Ueberstand vorsichtig abheben durch Ansaugen mit einer in die 
Lange gezogenen Pasteurpipette ; 

12. Zu dem verbleibenden Rest 100 ul TE und 50 ul Ph nol zugeben; 
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13. 10 Sekunden mischen (mit dem Vortex); 5 min stehen lassen; 
10 sec mischen (mit dem Vortex); 1 min zentrif ugieren; 

14- Wassrige Phase in frische Eppendorf -Rohrchen tiberfuhren; 

15. 500 yl_ Ethylene ther zugeben, mischen (Vortex) und 1 min zentri- 
fugieren; 

16. Ether durch Ansaugen entfernen und Rohrchen fur 10 Minuten 
unverschlossen lassen (falls die wassrige Phase nach dieser 
Behandlung sehr trlib ist, sollte mit der Pasteurpipette Luft 
durchgeblasen werden, bis die Losung klar ist); 

17. 10 til 3 M Natriumacetat und 250 u.1 Ethanol zugeben; 

18. 30 Minuten bei -80° C inkubieren; 

19. 5 Minuten zentrif ugieren; 

20. Mit 80 % Ethanol waschen; 

21. 5 Minuten zentrif ugieren; 

22. Ueber stand mit verlangerter Pasteur-Pipette abheben; 

23. Rohrchen 15 Minuten unverschlossen lassen; 

24. Pellet in 25 ul TE losen; 

25. 2 ul der Pellet-Losung auf ein 0,6 % Agarose-Gel auftragen; 
IV . 6 . Sequenzierungsreaktion 

Die DNA Sequenzanalyse der Matrizen-DNA, die entsprechend den 
Angaben unter Punkt IV. 5. erhalten werden kann, wird nach der im 
Handbuch "Ml 3 Klonierungs- und DMA Sequenzierungs-System" » publi- 
ziert b i New England Biolabs, beschriebenen Methode durchgefiihrt. 



- 35 - 



0238441' 



Die Analys der kompletten DNA-Sequenz zeigt, dass man lediglich 
einen off nen Leserahmen findet, der gemigend lang 1st fiir in 
Protein mit einem MG von 130.622 und der fiir 1155 Aminosauren 
kodiert. 

Der N-Terminus des Proteins befindet sich 156 Bp stromabwarts der 
Hpal-Restriktionsstelle, die let2e Aminosaure des C-Terminus dagegen 
wird durch ein Kodon kodiert, das bei Nukleotid 3618 beginnt. Die 
DNA-Sequenz zwischen der Hpal und der PstI Schnittstelle ist in 
Tabelle 2, die daraus abgeleitete Amino sauresequenz in Tabelle 3 
wiedergegeben . 

V. Expression des Endotoxin-Gens in Hefe-Zellen 

V.l. Einfuhren einer Ncol Schnittstelle vor dem ersten AUG-Kodon des 
Gens 

Um die Protein- kodierende Sequenz des B. thuringiensis Toxin-Gens 
mit dem PH05 Hef e-Promotor kombinieren zu konnen (beschrieben in der 
Europaischen Paten tanmel dung Nr. 100,561), wird die DNA-Sequenz in 
der Ihngebung des Toxin Gens modifiziert. Diese Modifikation wird 
durch Oligonucleotid-vermittelte Mutagenese mit dem einzelstrangigen 
Phagen-Vektor M13mp8 erreicht, der ein 1,5 Kb BamHI-SacI Insert 
besitzt, das fur die 5' -Region des Toxin-Gens kodiert. 200 ng des 
Inserts werden durch Verdauung von 3 ug Plasmid DNA des Plasmids 
pK36 mit BamHI und SacI und durch anschliessende Isolierung des 
Fragments unter Verwendung von oben beschriebenen Standardmethoden 
erhalten. 100 ng der replikativen Form (RF) von M13mp8 werden mit 
den gleichen Enzymen verdaut, die DNA wird mit Phenol behandelt und 
durch Ethanol-Zugabe prezipitiert und anschliessend mit 200 ng der 
oben erwahnten Insert-DNA veirknupft. Nach Transfektion von E.coli 
werden sechs weisse Plaques herausgegrif f en und durch Restriktions- 
verdauungen unter Verwendung von BamHI und SacI analysiert. Ein 
korrektes Isolat wird ausgewahlt und als Ml 3mpl 8 /Barn-Sac bezeichnet. 
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Ein Oligonukleotid mit der Sequenz (5 f ) GAGGTAACCCATGGATAAC (3') 

wird mit Hilfe an sich bekannter Methoden unter Verwendung eines 

* APPLIED BIOSYSTEMS DNA SYNTHESIZER' synthetisiert . Diese Oligo- 

nucleotid ist komplementar zu einer Sequenz der Ml3mpl8/Bam— Sac , die 

von Position 141 bis Position 164 des Protoxin Gens reicht 

(Tabelle 2) und die in den Postionen 154 und 155 falsch gepaarte 

Nukleotidpaare ('Mismatch 1 ) aufweisen. Die allgemeine Vorgehens- 

weise bei der Mutagenese ist bei J.M. Zoller und M. Smith 

27) 

(J.M- Zoller and M. Smith ) beschrieben* Etwa 5 u.g einzel— 

strangiger Ml 3mpl8/Bam-Sac-Phagen-DNA wird mit 0,3 jig phos- 

phorylierten Oligonukleotiden in einem Ge s am t-Vo lumen von 40 u.1 

gemischt. Diese Mischung wird fur 5 Minuten auf 65° C erhitzt, dann 

zunachst auf 50°C abgekuhlt und anschliessend allmahlich auf 4°C 

heruntergekiihlt . Danach werden Puffer, Nucleotidtriphosphate , ATP, 

T4— DNA— Ligase und das grosse Fragment der DNA-Polymerase hinzugefiigt 

und liber Nacht bei 15°C, wie beschrieben (J.M. Zoller and 
27) 

M. Smith ) inkubiert- Nach einer Agarose-Gel-Elektrophorese wird 
zirkulare doppelstrangige DNA gereinigt und mittels Transfektion in 
den E.coli Stamm JM103 eingeschleust . 

Die resultierenden Plaques werden auf Sequenzen hin untersucht, die 
mit 3 2 P-markiertem Oligonukleotid hybridisieren; die Phagen werden 
mit Hilfe der DNA Re striktionsendonukleasen— Analyse untersucht. 
Unter den resultierenden Phagen werden die als Klone bezeichnet, die 
jetzt korrekterweise an Stelle von T in der pK36 DNA ein C an 
Position 154 und 155 aufweisen. Diese Phagen werden als M13mpl8/Bam— 
Sac/Nco bezeichnet. 

V. 2. Verknupfung des S-Endotoxin-Gens mit dem PH05-Hefe-Promotor 
Das 1.5 Kb BamHI-SacI Insert des M13mpl8/Bam-Sac/Nco wird in das 
Plasraid pK36 zuruckkloniert , indem das Wildtyp BamHI-SacI— Fragment 
von pK36 durch das mutierte 1,5 Kb Fragment unter Verwendung von 
zuvor beschriebenen Standard-Klonierungs Techniken ersetzt wird. 
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Dadurch entsteht das Plasmid pK36/Nco, das eine Ncol Restrik- 

tionsstelle unmittelbar vor detn ATG des Protoxin-Gens aufweist 
Noc I 

GAGGTAAC / CCATGG / ATAAC . 

5 ug dieses Vektors wird mit Ncol verdaut und die uberhangenden 

3 1 Enden werden mit Klenow Polymerase aufgefiillt, wie bei Maniatis 
23 \ 

et al. ) beschrieben. Anschliessend wird das Plasmid mit Ahalll 

verdaut, die DNA auf einem 0,8%igen niedrig schmelzenden Agarose-Gel 

aufgetrennt und wie oben beschrieben eluiert. 2 ug des Plasmids p31y 

(beschrieben in der Europaischen Patentanmeldung Nr. 100,561) wird 

mit EcoRI verdaut und die zuruckgesetzten Enden werden wie zuvor 

beschrieben mit Klenow Polymerase aufgefiillt. Die Verkniipfung des 

stumpf endenden 3.6 Kb Protoxin Genfragments mit dem stumpf endenden 

Vektor p31y erfolgt durch Inkubation von je 200 ng beider DNA' s in 

29) 

20 ul bei RT wie bei Maniatis et al. beschrieben. Nach Trans- 
formation einer Ampicillin Resistenz auf E.coli HB101 werden 
einzelne Klone einer Restriktionsanalyse unterzogen. Ein korrektes 
Isolat wird herausgesucht und mit der Bezeichnung p31y/B.t. 
versehen. 1 jig dieser Plasmid DNA wird mit BamHI verdaut und das 
4 Kb Fragment aus einem weichen Agarose Gel isoliert. Dieses 
Fragment wird mit dem selbst-replizierenden Hefe-Vektor pJDB207 
(beschrieben in der Europaischen Patentanmeldung Nr. 100,561) 
verkmipft, der zuvor ebenfalls mit BamHI (0,5 jig) verdaut worden 
ist. Positive Klone werden mit Hilfe der E.coli Transformation und 
der Plasmid DNA Aufarbeitung isoliert. Korrekte Isolate lassen sich 
anhand einer Restriktionsanalyse unter Verwendung von BamHI er- 
mitteln. 

Die Transformation des Hefe Stammes GRF18 /(MATa, leu 2-3, 

leu 2-112, his 3-11, his 3-15 can. ) wird entsprechend den An gab en 

in der Europaischen Patentanmeldung 100,561 durchgefiihrt. 

V.3. Ganze Hefe-Zellen mit einem rekombinanten B. thuringiensis 
Toxin-Gen im Biotest 

Ganze Zellen mit dem B. thuringiensis Gen stellen eine Bioen- 
kapsulierungs-Form (ein artifiziell erstelltes System, welches aus 
biologischem Material besteht, und wobei genetisches Material von 
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schutzendem Material umgeben ist) fur das MGE1 — Produkt dar, das 
jetzt beim Aufbringen auf die Pflanzen besser gegen Abbau durch 
schadliche Einfliisse, wie z.B. Licht, geschiitzt ist, als das 
kristalline Produkt, das von B* thuringiensis im Rahraen der 
Sporulation gebildet wird und durch Aufbrechen der Zelle ins Medium 
gelangt . 

Hefe-Zellen rait und ohne dem B- thuringiensis Toxin werden in 
destilliertem Wasser bis zu einer vergleichbaren optischen Dichte 
resuspendiert. Von besagter Suspension werden 4 Konzentrationen 
bereitgestellt und 0,2 % <v/v) eines Benetzungsxnittels beigemischt. 
Fur die Beurteilung der insektiziden Aktivitat dieser Hefezell— 
Praparate wird der oben unter Punkt III. 7 bereits beschriebene 
Blattscheiben— Tes t herangezogen- 

Die insektizide Aktivitat von B. thuringiensis trans formierten Hefe 
Zellen auf im ersten Larvenstadium befindliche Heliothis virescens 
Larven wird in der folgenden Tabelle demonstriert • 

Tabelle 4 



Material * 


Konzentration 


Mortalitat in % 






(N » 30) 


Zellen mit Toxin 


1:5 


72 




1:7,5 


40 




1:11,3 


37 




1:16,9 


22 


Zellen ohne Toxin 


1:5 


3 




1:11,3 


0 


Blattstuckchen 






ohne Hefe : 






Kontrolle 1 




0 


Kontrolle 2 




3 



Aehnlxche Ergebnisse sind erhaltlich, wenn man Hef eextrakte , die 
entsprechehd der Beschreibung in der Europaischen Patentanmel— 
dung 100,561 hergestellt worden sind, anstelle von ganzen Hefezellen 
verwendet und diese im gleichen Biotest t stet. 
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Fur die Anwendung als Insektizide werden die transf ormierten 
Mikroorganismen, die das rekombinante B. thuringiensis Toxin-Gen 
enthalten, vorzugsweise transf onnierte lebende oder tote Hefe- 
Zellen, einschliesslich Gemischen aus lebenden und toten Hefe- 
Zellen, in unveranderter Form oder vorzugsweise zusammen init den in 
der Formulierungstechnik ublichen Hilf sstof f en, eingesetzt und 
werden daher in an sich bekannter Weise fonnuliert, z.B. zu Sus- 
pensionskonzent raten , streichbaren Pas ten, direkt verspruhbaren oder 
verdtinnbaren Losungen, benetzbaren Pulvern, lbslichen Pulvern, 
Staubemitteln, Granulaten, und auch Verkapselungen in z.B. polymeren 
Stof fen. 

Die Anwendungeverfahren wie Verspruhen, Vernebeln, Verstauben, 
Verstreuen, Bestreichen oder Giessen werden gleich wie die Art der 
Mittel den angestrebten Zielen und den gegebenen Verhaltnissen 
entsprechend gewahlt. 

Die Formulierungen, d.h. die die transf ormierten lebenden oder toten 
Hefe-Zellen oder Mischungen davon und gegebenenf alls feste oder 
flussige Hilfsmittel enthaltenden Mittel oder Zubereitungen werden 
in bekannter Weise hergestellt, z.B. durch inniges Vermischen der 
Hefezellen mit festen Tragerstof fen und gegebenenf alls oberflachen- 
aktiven Verbindungen (Tensiden) . 

Als feste Tragerstof fe , z.B. fur Staubemittel und dispergierbare 
Pulver, werden in der Regel natiirliche Gesteinsmehle verwendet, wie 
Calcit, Talkum, Kaolin, Montmorillonit oder Attapulgit. Zur Ver- 
besserung der physikalischen Eigenschaf ten konnen auch hochdisperse 
Kieselsaure oder hochdisperse saugfahige Polymerisate zugesetzt 
werden. Als gekornte, adsorptive Granulattrager kommen porose Typen 
wie z.B. Bimsstein, Ziegelbruch, Sepiolit oder Bentonit, als nicht 
sorptive Tragennaterialien z.B. Calcit oder Sand in Frage. Dariiber- 
hinaus kann eine Vielzahl von vorgranulierten Materialien anorgani- 
scher oder organischer Natur wie insbesondere Dolomit oder zerklei- 
nerte Pf lanzenriickstande verwendet werden. 



- 40 - 



02^8441 



Als oberf lachenaktive Verbindungen komrnen nichtionogene , kation- 
und/oder anionaktive Tenside mit guten Dispergier- und Netzeigen- 
schaften in Betracht. Unter Tensiden sind auch Tensidgemische zu 
verstehen . 

Geeignete anionische Tenside konnen sowohl sog. wasserlosliche 
Seifen als auch wasserlosliche synthetische oberf lachenaktive 
Verbindungen sein. 

Als Seifen seien die Alkali-, Erdalkali- oder unsubstituierte oder 
substituierte Ammoniums alze von hoheren Fettsauren (Cio~C2 2)» wie 
z.B. die Na- oder K-Salze der Oel- oder Stearinsaure, oder von 
naturlichen Fettsauregemischen, die z.B. aus Kokosnuss- oder Talgol 
gewonnen werden konnen, genannt. Ferner sind auch die Fettsaure-oe- 
thyl-taurinsalze zu erwahnen, vie z.B. das Natriumsalz der cis-2- 
(methyl-9-octadecenylamino)-ethansulfonsaure (Gehalt in Formulie- 
rungen vorzugsweise etwa 3 %) . 

Haufiger werden jedoch sogenannte synthetische Tenside verwendet, 
insbesondere Fettsulf onate , Fettsulfate, sulfonierte Benzimidazol- 
derivate oder Alkylarylsulf onate oder Fett-Alkohole , wie 
z.B. 2,4,7, 9-tetramethyl-5-decin-4,7-diol (Gehalt in Formulierungen 
vorzugsweise bei etwa 2 %) . 

Die Fettsulf onate oder -sulfate liegen in der Regel als Alkali-, 
Erdalkali- oder gegebenenf alls unsubstituierte oder substituierte 
Ammoniums alze vor und weisen einen Alkylrest mit 8 bis 22 C— Atomen 
auf, wobei Alkyl auch den Alkylteil von Acylresten einschliesst, 
z.B. das Na- oder Ca-Salz der Ligninsulfonsaure, des Dodecylsulf ats 
oder eines aus naturlichen Fettsauren hergestellten Fettalkohol- 
sulfatgemisches. Hierher gehoren auch die Salze der Schwef elsaure— 
ester und Sulfonsauren von Fettalkohol-Ethylenoxid-Addukten. Die 
sulfonierten Benzimidazolderivate enthalten vorzugsweise 2 Sulfon- 
sauregruppen und einen Fettsaurerest mit 8-22 C- At omen. Alkylaryl- 
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sulfonate sind z.B. die Na-, Ca- oder Triathanolaminsalze der 
Dodecylbenzolsulfonsaure* der Dlbutylnaphthalinsulf nsaure der 
eines Naphthalinsulf ons"ure-Formaldehydkondensationspradukt s. 

Ferner kommen auch entsprechende Phosphate vie z.B. Salze des 
Phosphorsaureesters eines p-Nonylphenol-( 4 bis 14)-ethylenoxid- 
Adduktes in Frage. 

Als nicht-ionische Tenside kommen in erster Linie Polyglykolether- 
derivate von aliphatischen oder cycloaliphatischen Alkoholen, 
gesattigten oder ungesattigten Fettsauren und Alkylphenolen in 
Frage, die 3 bis 30 Glykolethergruppen und 8 bis 20 Kohlenstoff atom 
im (aliphatischen) Kohlenwasserstof f rest und 6 bis 18 Kohlenstoff- 
atome im Alkylrest der Alkylphenole enthalten konnen. 

Weitere geeignete nicht-ionische Tenside sind die wasserloslichen, 
20 bis 250 Ethylenglykolethergruppen und 10 bis 100 Propylenglykol- 
ethergruppen enthaltenden Polyethylenoxid-Addukte an Polypropylen- 
glykol, Ethylendiaminopolypropylenglykol und Alkylpolypropylen- 
glykol mit 1 bis 10 Kohlenstoff atomen in der Alkylkette. Die 
genannten Verbindungen enthalten ublicherweise pro Propylenglykol- 
Einheit 1 bis 5 Ethylenglykoleinheiten . 

Als Beispiele nicht-ionischer Tenside seien Nonylphenolpolyethoxy- 
ethanole, Ricinusolpolyglykolether , Polypropylen/ Polyethylenoxid- 
Addukte, Tributylphenoxypolyethoxyethanol, Polyethylenglykol und 
Octylphenoxypolyethoxyethanol erwahnt. Ferner kommen auch Fettsaure- 
ester von Polyoxyethylensorbitan wie das Polyoxyethylensorbitan- 
trioleat in Betracht. 

Bei den kationischen Tensiden handelt es sich vor a Hem urn quartare 
Ammoniums alz e , welche als N-Substituenten mindestens einen Alkylrest 
mit 8 bis 22 C-Atomen enthalten und als weitere Substituenten 
unsubstituierte oder halogenierte Nieder-Alkyl- , -Benzyl- oder 
niedrige Hydroxyalkylrest aufweis n. Die Salze lieg n vorzugsweis 
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als Halogenide, Methylsulfate oder Ethylsulfate vor, z.B. das 
Stearyltrimethylairanoniumchlorid oder das Benzyldi( 2— chlorethyl)- 
e thy lannnoniumbromid . 

Die in der Fo rmu lie rung stechnik gebrauchlichen Tenside sind u-a- in 
folgenden Publikationen beschrieben: 

"Mc Cutcheon's Detergents and Emulsif iers Annual" 
MC Publishing Corp., Ridgewood New Jersey, 1980; 
Helmut Stache "Tensid— Taschenbuch" Carl Hanser— Verlag 
Munchen/Wien 1981. 

Die agrochemischen Mittel enthalten in der Regel 0,1 bis 99 % 9 
insbesondere 0,1 bis 95 % 9 der transfonnierten, lebenden oder toten 
Hefezellen oder Mischungen davon, 99,9 bis 1 %, insbesondere 99,8 
bis 5 %, eines festen oder fllissigen Zusatzstof f es und 0 bis 25 %, 
insbesondere 0,1 bis 25 %, eines Tensides. 

Wahrend als Handelsware eher konzentrierte Mittel bevorzugt werden, 
verwendet der Endverbraucher in der Regel verdiinnte Fortoulierungen. 

Solche Mittel konnen noch weitere Zusatze wie Stabilisatoren, 
Entschaumer, Viskositatsregulatoren, Bindemittel , Haftmittel sowie 
Diinger oder andere Wirkstoffe zur Erzielung spezieller Effekte 
enthalten. 

Die transf orinierten lebenden oder toten Hefe-Zellen oder Mischungen 
davon, die die rekombinanten B. thuringiensis Toxin— Gene enthalten, 
sind hervorragend fur die Bekampf ung von Schadinsekten geeignet. 
Vorzugsweise sind dabei pf lanzenzerstorende Insekten der Ordnung 
Lepidoptera zu nennen, insbesondere solche der Gattungen Pieris, 
Heliothis, Spodoptera und Plutella, wie beispielsweise Pieris 
brass icae, Heliothis virescens, Heliothis zea, Spodoptera littoralis 
und Plutella xylostella- 
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Die Aufwandmengen, in denen die Hefezellen einges tzt verden, hangen 
v n den jeweiligen Bedingungen ab» wie beispielsveise d n Witte- 
rungsv rhaltnissen, der Bodenbeschaf f enheit , dem Pf lan zenwach stum 
und dem Applikationszeitpunkt • Aufgrund von Vorversuchen , die im 
Gewachshaus durchgefuhrt vurden, kann davon ausgegangen verden, Adsd 
Auf fvandroengen von 1 bis 10 kg, insbesondere 3 bis 9 kg, der 
Hefe-Zellen pro Hektar vorteilhaft sind. 

Formulierungsbeispiele flir B« thuringiensis-Toxin enthaltendes 
Material 

Bei den folgenden Formulierungsbeispielen sind unter dem Begriff 
"Hefe-Zellen" solche zu verstehen, die das rekombinante B. thurin- 
giensis-Gen enthalten. (Bei den An gab en handelt es sich durchgehend 
uro Gewichstprozente* ) 

Fl. Granulate a) b) 

Hefe-Zellen 5 % 10 % 



Die Hefe-Zellen verden zunachst in Methylenchlorid suspendiert, 
anschliessend vird die Suspension auf das Tragermaterial aufgespruht 
und danach das Suspendierungsagens im Vakuum verdampft. 



Kaolin 



94 % 



Hochdisperse Kieselsaure 
Attapulgit 



1 % 



90 % 



F2. Staubemittel 



a) 



b) 



Hefe-Zellen 



2 % 



5 % 



Hochdisperse Kieselsaure 



1 % 



5 % 



Xalkum 



97 % 



Kaolin 



90 % 



Gebrauchsf ertige Staubemittel erbalt man durch inniges Vensischen 
der Tragerstoffe mit den Hefe-Zellen- 
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F3* Spritzpulver a) b) c) 

Hefe-Zellen 25 % 50 % 75 % 

Natrium— Ligninsulf onat 5 % 5 % — 

Natrium-Laurylsulf at 3 % - 5 % 

Natrium-Diisopropyl— 

naphthalinsulf onat — 6 % 10 % 

Octylphenolpolyethylen- 
glykolether (7-8 Mole 

Ethylenoxid - 2 % - 

Hochdisperse Kieselsaure 5 % 10 % 10 % 

Kaolin 62 % 27 % - 



Die Hefezellen werden sorgfaltig mit den Zusatzstoffen vermischt und 
das erhaltene Gemisch anschliessend in einer geeigneten Muhle gut 
vermahlen. 

Man erhalt Spritzpulver, die sich mit Wasser zu Suspensionen jeder 
gewiinschten Konzentration verdiinnen lassen. 

^* E xtr uder Granulate 

Hefe-Zellen 10 % 

Natrium— Ligninsulf onat 2 % 

Carboxymethylcellulose 1 % 

Kaolin 87 % 



Die Hefe-Zellen werden mit, den Hilf sstoffen gemischt, sorgfaltig 
vermahlen und mit Wasser angef euchtet* Dieses Gemisch wird ex- 
trudiert und anschliessend in Luft Strom getrocknet. 

F5- Umhlillungs-Granulat 

Hefe-Zellen 3 % 

Polyethylenglykol 200 3 % 

Kaolin 94 % 



Die homogen vermis chten Hefe-Zellen werden in einem Mischer auf das 
mit Polyethylenglykol angef euchtete Kaolin gleichmassig aufgetragen. 
Auf diese Veise erhalt man staubfreie Umhii Hung s-Granu late . 
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F6, Suspensions-Konzentrat 

Hefe-Z lien 40 % 

Ethylenglykol 10 % 

Nonylphenolpolyethylenglykol 

(15 Mole Ethylenoxid) 6 % 

Alkylbenzolsulf onsaure- 

triethanolaminsalz* 3 % 

Carboxymethylcellulose 1 % 

Silikonol in Form einer 75 %igen 
waserigen Emulsion 0,1 % 

Wasser 39 % 



* Alkyl ist vorzugsvei&e linear mit 10 bis 14, in&besondere 
12-14 Kohlenstof fatomen wie beispielsweise n-Dodecylbenzolsulf on- 
sauretriethanolaminsalz . 

Die homogen vennischten Hefe-Zellen werden mit den Zusatzstoff en 
innig vermischt. Man erhalt so ein Suspensionkonzentrat , aus velchetn 
durch Verdunnen mit Vasser Suspensionen jeder gewunschten Konzen- 
tration hergestellt werden konnen* 

Von jedem der im folgenden auf gelisteten Mikroorganismen* die in 
Rahtnen der vorliegenden Erfindung verwendet werden, wurde eine 
Kultur bei der als Internationale Hinterlegungsstelle anerkannten 
'Deutschen Sammlung von Mikroorganismen 1 in Gottingen, Bundes- 
republik Deutschland, entsprechen den Anf orderungen des Budapester 
Vertrages fiir die Internationale Anerkennung der Hinterlegung von 
Mikroorganismen zum Zwecke der Patentierung, hinterlegt* Eine 
Erklarung zur Lebensf ahigkeit der hinterlegten Proben wurde durch 
die besagte Internationale Hinterlegungsstelle ausgef ertigt . 
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Mikroorganismen 


Hinterlegungs- 
datum 


Hinterle- 
gung s— Nummer* 


Datum der 
Lebens f ahig- 
keitsbeschei- 
nigung 


HD1-ETHZ 4449 
(Bacillus thuringiensis 
var. kurstaki HD1 
Stamm ETHZ 4449) 


4. Marz 1986 


DSM 3667 


7. Marz 1986 


HB101 (pK36) 
(Escherichia coli 
HB1 01 transf onniert 
mit pK36 Plasmid-DNA) 


4. Marz 1986 


DSM 3668 


7. Marz 1986 


GRF 18 

( Saccharomy ces 
cerevisiae) 


4. Marz 1986 

' ■ -r 


DSM 3665 


' 7. Marz 1986 



* Eingangs— Nummer , ausgegeben durch die oben bezeichnete Inter- 
nationale Hinterlegurigss telle . 



Einschrankungen der Zuganglxchkeit besagter Mikroarganismen sind 
seitens des Hinterlegers nicht verlangt worden. 
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Patent ansprliche 

1. Ein DNA Fragment, das durch die in Tabell 2 wiedergegebene DNA 
Sequenz charakterisiert ist. 

2. Ein DNA-Fragment aus Bacillus thuringiensis var. kurstaki, 
welches sich auf den Bereich zwischen den Schnittstellen Hpal (0) 
und Pstl(4355) erstreckt, dadurch gekennzeichnet, dass es fur eine 
insektizid wirksame proteinartige Substanz einschliesslich ausge— 
wahlte Teile davon kodiert, unter der Voraussetzung, dass die 
insektizide Aktivitat besagter ausgewahlter DNA Teile erhalten 
bleibt. 

3. Ein DNA-Fragment gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es 
fiir das insektizid wirksame Protein MGE 1 codiert, einschliesslich 
ausgewahlter Teile davon, unter der Voraussetzung, dass die insekti- 
zide Aktivitat besagter ausgewahlter DNA Teile erhalten bleibt. 

4. Eine proteinartige Substanz, dadurch gekennzeichnet, dass sie 
zumindest teilweise durch ein DNA-Fragment gemass Anspruch 1 kodiert 
wird. 

5. Eine proteinartige Substanz, dadurch gekennzeichnet, dass sie 
zumindest teilweise durch ein DNA-Fragment gemass Anspruch 2 kodiert 
wird. 

6. Eine proteinartige Substanz, dadurch gekennzeichnet, dass sie ein 
Fragment enthalt, welches durch die in Tabelle 3 wiedergegebene 
Aminosauresequenz charakterisiert 1st. 

7. Das Protein MGE 1, welches durch ein DNA-Fragment gemass An- 
spruch 1 kodiert wird. 

8. Das Protein MGE 1, welches durch ein DNA-Fragment gemass An- 
spruch 2 kodiert wird. 
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9. Das Protein MGE 1, charkterisiert durch die in Tabelle 3 wieder- 
gegebene Aminosauresequenz . 

10. Ein Fusionsprotein getnass Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 
dass es aus dem Protein MGE 1 und einem weiteren Protein besteht, 
das von dem Protein MGE 1 verschieden ist. 

11. Ein Fusionsprotein gemass Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Protein, welches von dem Protein MGE 1 verschieden 1st, 
eine herbizide Aktivitat besitzt. 

12. Ein Fusionsprotein gemass Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Protein, welches von dem Protein MGE 1 verschieden ist, 
eine insektizide Aktivitat besitzt. 

13- Ein Fusionsprotein gemass Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, 
dass es aus dem Protein MGE 1 und einem weiteren Protein besteht, 
das von dem Protein MGE 1 verschieden ist. 

14. Ein Fusionsprotein gemass Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, , 
dass das Protein, welches von dem Protein MGE 1 verschieden ist, 
pestizide Aktivitat besitzt. 

15* Ein Fusionsprotein gemass Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, . 
dass das Protein, welches von dem Protein MGE 1 verschieden ist, 
insektizide Aktivitat besitzt. 

16. Ein BNA Vektor, der ein DNA-Fragment gemass Anspruch 1 enthalt. 

17. Ein Vektor gemass Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass es 
sich um ein Plasmid handelt. 

18. Ein Vektor gemass Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass es 
sich um einen Phagen handelt. 
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19. Ein DNA Vektor, der ein DNA-Fragment gemass Anspruch 2 enthalt. 

20. Ein Vektor gemass Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass es 
sich urn ein Plasmid handelt- 

21. Ein Vektor gemass Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass es 
sich um einen Phagen handelt. 

22* Ein Mikroorganismus , der ein DNA-Fragment gemass Anspruch 1 
enthalt, dadurch gekennzeichnet, dass besagter Mikroorganismus, 
falls er zur Gruppe des Bacillus thuringiensis gehort, mit einem 
DNA— Fragment gemass Anspruch 1 transf ormiert worden ist. 

23. Ein Mikroorganismus gemass Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, 
dass er zu der Spezies Saccharomyces cerevisiae gehort. 

24. Ein Mikroorganismus, der ein DNA-Fragment gemass Anspruch 2 
enthalt, dadurch gekennzeichnet, dass besagter Mikroorganismus, 
falls er zur Gruppe des Bacillus thuringiensis gehort, mit einem 
DNA-Fragment gemass Anspruch 2 transf ormiert worden ist. 

25. Ein Mikroorganismus gemass Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, 
dass er zur Spezies Saccharomyces cerevisiae gehort. 

26. Ein Bioenkapsulierungs-System, das aus einem ersten Material 
besteht, welches vollstandig in einem zweiten Material biologischer 
Herkunft eingeschlossen vorliegt, dadurch gekennzeichnet, dass es 
sich bei dem ersten Material um ein DNA-Fragment gemass Anspruch 1 
handelt und bei dem zweiten Material um einen voll standi gen Mikro- 
organismus, tait der Einschrankung, dass besagter Mikroorganismus, 
falls er zu der Gruppe des Bacillus thuringiensis gehort, mit einem 
DNA-Fragment gemass Anspruch 1 transf ormiert worden ist. 

27. Ein Bioenkapsulierungs-System gemass Anspruch 26, dadurch 
gekennzeichnet, dass es sich bei dem Mikroorganismus um Saccharo- 
myces cerevisiae handelt. 



- 53 - 



0238441 



28- Ein Bioenkapsulierungs-System, das aus einera ersten Material 
besteht, welches vollstandig in einem zweiten Material biologischer 
Herkunft eingeschlossen vorliegt, dadurch gekennzeichnet, dass es 
sich bei dein ersten Material um ein DNA-Fragment gemass Anspruch 2 
handelt und bei dem zweiten Material um einen vollstandigen Mikro— 
organismus, mit der Einschrankung, dass besagter Mikroorganismus, 
falls er zu der Gruppe des Bacillus thuringiensis gehort, zuvor mit 
einem DNA-Fragment gemass Anspruch 2 transf ormiert worden ist. 

29. Ein Bioenkapsulierungs-System gemass Anspruch 28, dadurch 
gekennzeichnet, dass es sich bei dem Mikroorganismus um Saccharo- 
myces cerevisiae handelt* 

30. Ein Verfahren zur Herstellung eines DNA-Fragmentes gemass 
Anspruch 1, das durch die folgenden Verf ahrensschritte gekenn- 
zeichnet ist: 

a) Isolierung und Lyse von Bacillus thuringiensis var. kurstaki 
HDl-2ellen, Abtrennen der Plasmide von dem so erhaltenen Material 
mit Hilfe bekannter Massnahmen und Reinigen und Dialysieren des so 
erhaltenen Plasmid-Materials ; 

b) Erstellung einer DNA-Bibliothek der Bacillus thuringiensis var. 
kurstaki HD1 Plasmid-DNA; 

c) Klonieren der gemass Schritt b) erhaltenen f ragmentierten 
Plasmid DNA in einem geeigneten Vektor; 

d) Screening auf Vorliegen von Protein MGE 1 mittels Antigen/ 
Antikbrper-Test • 

31. Verfahren gemass Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, dass 
Verf ahrensschritt d) gemass den nachf olgenden Einzelschritten 
durchgefuhrt wird: 
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e) Screening der Klone auf die Anwesenheit von Antigen, das mit 
Antikorpern reagiert, die gegen das Kristallkorper-Protein von 
B. thuringiensis var. kurstaki hergestellt worden sind; 

f) Auslesen der Klone, die spezifisch mit Ziegen-Antiserum rea- 
gieren; und 

g) Pr lifting der insektiziden Aktivitat von Extrakten der gemass 
Schritt f) erhaltenen Klone* 

32- Verfahren gemass Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet , dass im 
Verfahrensschritt c) ein Plasmid als Vektor dient. 

33, Ein Verfahren zur Herstellung eines DNA-Fragmentes gemass 
Anspruch 2, das durch die folgenden Verfahrensschritte gekenn- 
zeichnet ist: 

a) Isolierung und Lyse von Bacillus thuringiensis var. kurstaki 
HDl-Zellen, Abtrennen der Plasmide von dem so erhaltenen Material 
mit Hilfe bekannter Massnahmen und Reinigen und Dialysieren des so 
erhaltenen Plasmid-Mate rials ; 

b) Erstellung einer DNA-Bibliothek der Bacillus thuringiensis var. 
kurstaki HD1 Plasmid-DNA; 

c) Klonieren der gemass Schritt b) erhaltenen f ragmentierten 
Plasmid DNA in ein em geeigneten Vektor; 

d) Screening auf die Gegenwart des Proteins MGE 1, mittels Antigen/ 
Antikorper— Test. 

34. Verfahren gemass Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, dass 
Verfahrensschritt d) gemass den nachf olgenden Einzelschritten 
durchgefiihrt wird: 
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e) Screening der Klone auf die Anwesenheit von Antigen, das mit 
Antikorpem reagi rt, die gegen das Kristallkorper-Protein von 
B. thuringiensis var. kurstaki hergestellt worden sind; 

f) Auslesen der Klone, die spezifisch mit Ziegen-Antiserum 
reagieren; und 

g) Test der insektiziden Aktivitat von Extrakten, der gero'ass 
Schritt f) erhaltenen Klone. 

35. Verfahren gemass Anspruch 33, worin im Verf ahrensschritt c) ein 
Plasmid als Vektor dient. 

36. Verfahren zur Bekampfung von Insekten, dadurch gekennzeichnet , 
dass man Insekten oder ihren Lebensrautn mit einer insektizid 
wirksamen Menge einer proteinartigen Substanz, die zumindest 
teilweise durch ein DNA-Fragment gemass Anspruch 1 codiert wird, 
behandelt . 

37. Verfahren zur Bekampfung von Insekten gemass Anspruch 36, 
dadurch gekennzeichnet, dass es sich um Insekten der Ordnung 
Lepidoptera handelt* 

38. Verfahren zur Bekampfung von Insekten, dadurch gekennzeichnet, 
dass man Insekten oder ihren Lebensraum mit einer insektizid 
wirksamen Menge einer proteinartigen Substanz, die zumindest 
teilweise durch ein DNA-Fragment gemass Anspruch 2 kodiert wird, 
behandelt. 

39. Verfahren zur Bekampfung von Insekten gemass Anspruch 38, 
dadurch gekennzeichnet, dass es sich um Insekten der Ordnung 
Lepidoptera handelt. 
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40. Verfahren zur Bekampfung von Insekten, dadurch gekennzeichnet, 
dass man die Insekten oder ihren Lebensraum mit einer insektizid 
wirksamen Henge des Proteins MGE 1 behandelt, das von einem DNA- 
Fragment gemass Anspruch 1 kodiert wird. 

41. Verfahren zur Bekampfung von Insekten gemass Anspruch 40, 
dadurch gekennzeichnet, dass es sich um Insekten der Ordnung 
Lepidoptera handelt. 

42. Verfahren zur Bekampfung von Insekten, dadurch gekennzeichnet, 
dass man die Insekten oder ihren Lebensraum mit einer insektizid 
vxrlesamen Menge des Proteins MGE 1 behandelt, das von einem DNA— 
Fragment gemass Anspruch 2 kodiert wird. 

43. Verfahren zur Bekampfung von Insekten gemass Anspruch 42, 
dadurch gekennzeichnet, dass es sich um Insekten der Ordnung 

. Lepidoptera handelt* 

44. Insektizides Mittel, dadurch gekennzeichnet, dass es eine 
insektizid wirksame Henge einer proteinartigen Substanz enthalt, die 
zumindest teilweise durch ein DNA Fragment gemass Anspruch 1 kodiert 
wird. 

45. Insektizides Mittel, dadurch gekennzeichnet, dass es eine 
insektizid wirksame Menge einer proteinartigen Substanz enthalt, die 
zumindest teilweise durch ein DNA Fragment gemass Anspruch 2 kodiert 
wird. 

46. Verfahren zur Bekampfung von Insekten, dadurch gekennzeichnet, 
dass man die Insekten oder ihren Lebensraum mit einer insektizid 
wirksamen Menge eines Mikroorganismus gemass einem der Anspruche 22 
bis 25 behandelt. 
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47, Verfahren zur Bekampfung von Insekten, dadurch gekennzeichnet, 
dass man die Insekten oder ihren Lebensraum mit einer insektizid 
virksaroen Menge eines Bioenkapsulierungs-Systems gemass einem der 
Anspriiche 26 bis 29 behandelt. 

48. Ein Hybridvektor , enthaltend den Hefe-saure Phosphatase Pro- 
motor PH05 und ein DNA Fragment gemass Anspruch 1 » welches durch 
besagten Promotor kontrolliert wird. 

49* Ein Hybridvektor gemass Anspruch 48, enthaltend den Hefe-saure 
Phosphatase Promotor PH05 und ein DNA-Fragment gemass Anspruch 2, 
welches durch besagten Promotor kontrolliert wird, 

50. Die Hefe Saccharomyces cerevisiae GRF 18, dadurch gekennzeich- 
net, dass sie mit einem Hybridvektor gemass Anspruch 48 transfor- 
miert ist. 

51. Die Hefe Saccharomyces cerevisiae GRF 18 gemass Anspruch 50, 
dadurch gekennzeichnet, dass sie rait einem Hybridvektor gemass 
Anspruch 49 transf onniert ist. 

52. Der transf ormierte Escherichia coli-Stamm HB 101 (pK 36), von 
dera eine Probe unter der Hinterlegungs-Nummer DSM 3668 hinterlegt 
worden ist, sowie alle Abkbmmlinge und Mutanten davon, die noch die 
charakteristischen Eigenschaf ten des transformierten Stammes 
besitzen. 
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Abb . 1 modif iziert nach M. Poncz et al. . Konstruktion der 
Deletions-Mutanten-Bibliothek. Vorgehensweise : 1, das Insert ( dicke 
Linie) wird in die A-Stelle des Ml 3, die kohesive Enden aufweist, 
eingespleisst ; 2, nach Linearis ierung an der B-Stelle wird die 
Phagen DNA mit Bal-31 unterschiedlich lange verdaut I die gestri— 
chelte Linie gibt das Ausmass der Bal-31-Verdauung in bezug auf das 
Insert (dicke Linie) urid auf Ml 3 (diinne Linie) anj; 3, das Ver- 
dauungsprodukt wird an der A-Stelle gespalten und das durch Bal-31 
induzierte Kontinuum des Inserts isoliert. Es entsteht auf diese 
Weise eine ganze Fainilie von Pragmenten unterschiedlicher Grosse, 
die jeweils ein Bal-31 induziertes glattes Ende und ein kohesives 
Ende an der A-Stelle aufweisen; 4, die Fragmente werden so in M13 
subkloniert, dass das glatte Ende proximal der Priiner-Stelle P zu 
liegen kommt, die fur die DNA-Sequenzanalyse verwendet wird. 
X und C « glatte Enden. 



023B441 



Tabelle 1 





A 


B 


C 


M13mpi 


(BamHI) H?aI-HindIII 
< a) 


BamHI 


Hindlll 


Hindi 


8 


> 


Hindlll 


BamHI 


Smal 


9 


EcoRI-PscI 


EcoRI 


PstI 


Smal 


8 


< 




PstI 


EcoRI 


Smal 


9 


> 





a) gemass dem angegebenen Beispiel 



CM 



0238441 





O 1- 


O CD 


O CD 


o <r 


c a 


O CD 


o a 


O C 


C CD 


O CD 






CN K 


O H- 




O H 


O J— 


N c 


CD C 


cr c 


O J- 








~* C 


CN CD 


r J LJ 


r / p™ 




sT sL 


Ui L 


XJ P™ 




^~ 


sZ 


cx 






t . 
p* 




LJ 


LU 


■ 

P™ 








CJ 




LJ 


<. - 

r"" 






s» 


P"" 




si 


Ci 






i_ 
r™ 




f n 

LJ 


si 


ID 


P™ 




CJ 


CJ 


Ci 


LU 


P" 






L__ 
P - 


si 


LJ 




LU 


y~ 


LJ 


>t» 
CL 


t 

p™ 


sL 




L_ 

r" 


>— 

si, 


t 

P— 


<; 


r - 


c^ 


si 


IJJ 


p^ 


LJ 


s« 


i_ 
r~ 


p~ 




zz. 

es 


LU 


■ 


C£ 


LU 


LJ 


LU 


LJ 


f y 
LJ 


t - 

p" 


LJ 


c 


O p- 


c c 


o a 


O h~ 


O J- 


O CD 


O CJ 


O p- 


o <z 


O 1- 


<U 


in H 


r- 


cj 


M CD 


O H 


CD 


— c 


rs C 


ro u 


O J- 




t 

r" 




^ CJ 


T'i LJ 




fcrt i- - 

rJ r* 




T s^ 


U J LU 


U J si 


c 

<D 


CJ 


c 


p" 




s~ 

Q. 


<L 




CJ . 


<c 




l-i 


si 




si 




s~ 


t . 
r~ 


P" 


LU 


CJ 


LJ 


QJ 


LJ 


fM 

CD 


c» 




f « 

LJ 


• 




si, 


LJ 


LU 


>f^ 


LU 


si 


LJ 




LJ 


sL 


si 


si 


l_ 
r™ 


LJ 


H3 
O 


r— 


CJ 


<i 


■ 


LJ 


P~ 


p- 


h" 


si 


CJ 




p- 


c 


C 


LJ 




<z 


p- 


CJ 


c 






CD 


c 






Si 




CD 






<t 




c c 


o c 


o c 


o c 




O C 


o <r 


O CD 


C CJ 


o u 


o 


sr h- 


c c 


•O CD 


CN CD 


a a 


CD 


C CJ 


O CD 


CN C 


a c 






c 


— ■ CD 




LU 




sT C» 


sT <I 




in p- 


c 


ct 


CD 


p- 




CJ 


i 

r* 






CJ 


h- 




CZ 






LJ 


L_ 

r~ 


LU 


CD 


CD 


LJ 


CJ 




Ci 




p— 




fn 
U 




t 

p" 


si 


H~ 


CJ 


JJ 

o 


ex 


<z 


h- 


<z 


L_ 
P" 






P- 


C 


CJ 


u 




p- 


CJ 


CD 


1 

r 


CJ 


<T 


P- 


CD 


CD 




LJ 


o 


CX 




CJ 


s~ 

s» 


ST 


s» 


C 


p- 


CO 


Ct 


c 


c 


CJ 


CJ 


CD 


C 


CD 


CJ 


CD 


co 
*o 


O V— 








w i 




Of! 


s«' s^ 




w* Si, 




K) r- 


o a 


U"3 CD 


— CJ 


N r- 


n c 


o c 


U"3 J- 


— c 


u 


u 


J- 




^ CD 


CN C 


CN H 


r0 J- 


ro 1- 


sr a 


in c 


in <x 


:zz 


C 




C 


c 


<r 




CD 


t- 


CD 


<x 


U-i 


p- 


c 


CD 




K- 


CD 




p- 


a 


CD 


U 


ex 


c 


CD 


CD 


<X 




p- 


p- 


CD 


p- 


<u 


a 


c 


h- 


C 


CD 


CD 


U 


c 


r- 


<t 




p- 


p- 


C 


c 


U 




p- 


u 


CD 


U 




p- 


i- 


CD 




H 


J- 


p- 


u 


C 


<x 


N 

c 


C 


p- 


C 


H 


<t 




(- 


CD 


CD 


CD 


<u 

3 


o c 


O V- 


O CD 


O J— 


O <t 


O t=Z 


o c 


O <t 


o c 


O V- 


cr 


cm <r 


a a 




O CD 


<l CJ 


cd 


CD U 




O CD 


<3 Ct 


(U 


<r 


p- 


~< C 


CN H 


CN U 


n cd 


K; CD 


sT CJ 


in c 


in ct 


w 


<t 


c 


c 


h- 


U 


»- 


CJ 


u 




u 




u 


»- 


c 


C 


U 


u 


<r 


<t 


p- 




•i-i 


r- 


c 




<r 


C 


CD 


CD 


CX 


p- 


p- 


XJ 


CD 


u 


c 


i- 


CJ 


p- 


CD 


CD 


p- 


C 


O 


CD 


1- 


<c 


<L 


c 


CD 


CD 


CD 


CJ 


c 


0) 
t-l 


CD 


CD 


1- 


»- 


p- 


CD 


p- 


C 




u 




H- 


c 


)- 


H 


p- 


U 


<r 




C 


p- 


3 
Z 


O CJ 


O CD 


o a 


O U 


o a 


o a 


o <t 


O CJ 


o <x 


O p- 




- u 


N p- 




o u 


in a 


~ u 


N U 


tO CD 


O CD 


Ct 


CNJ 


u 


<t 


— c 




CN K- 






<T U 




in h 


cx 


CD 


1- 




U 




U 


H 


u 


CD 


0) 


u 


C 


CD 


<z 


ct 


CD 


p- 


H- 


CD 




i— « 


c 


c 


CD 


u 


<X 


H 


u 


<X 


u 


CD 


I 

0J 


c 


p- 




CD 


c 


p- 


u 


c 


c 




J3 


J- 


C 


h- 




CD 


(- 


u 


CD 


p- 


<t 


C3 


p- 


CJ 


C 


<r 


<r 


C 


p- 


ct 


p- 


CD 




a 


p- 


<r 




H 




CD 


<t 


p- 









CVJ 










C\J 






O p- 




N-» LJ 


O p- 


o <r 


*0 1— 


CN 1— • 


LJ 


<r C 


O CD 


VJ nL 


p*v r > 




Q CD 


Q> CJ 


f I 

UJ 


*U 


LU 




(j 


tT 


r n 

LJ 


i— 




u. 


~ 


f 1 

LJ 


UJ 




L_ 


u. 


rn 

LJ 


r n 
uj 




L. 








rn 




<r 


CJ 


c 


CD* 


I— 




CD 


u 


h- 


U 


LJ <L 


w p~ 




U^ 


O h 


U J LJ 




IH eT 


^ n 


O CJ 


*<* LU 




pn. rn 

i ^ L-J 


C3 CD 


CO p— 


p^ 


u» 

p"~ 




sr 
**± 


L. 


LJ 


p~ 


LJ 


rn 

Uv 


L. 


r n 

Uj 


H- 






rn 

UJ 




C 


i 


p^ 


LJ 




rn 
UJ 


s~ 

•"-^ 


r i 


u, 


u 


CD 


p- 


J- 


<r 




CD 


U 




i— 


LJ P™ 


LJ uJ 


LJ 






rn 

^ LJ 


U. 

' w p~ 




fN CD 


CD CD 


■HJ J— 


lj 


lj 


r— -n 

L^ «~J 


Q ^ 


st 




rn 

LJ 


r i 
uj 




L. 

r~ 


LL 


rn 

LJ 




u. 






p^ 






U» 


U» 


p— 


CD 




US 


r i 


CT 


CD 


CD 


<r 


d 




CD 


P- 


u 


a 


t- 


CD 


u 


LJ p™ 


w UJ 


o r l 

w LJ 






r) LL 


u^ r~ 


tn rn 

U J LJ 






_ r» < 

hj r~ 


hJ r* 


UJ 


LJ P~ 


LJ 


i 


t 


vL 


rn 

LJ 




u, 
p™ 


LJ 


t 

P^ 


L_ 

P^ 




< 


t _ 
r— 


LJ 


rn 

UJ 


LJ 


r « 


rn 

LJ 


Q. 


LJ 


VL 


H* 


<X 


<L 


rn 
UJ 


-T 

Q. 


U 


u 


H- 


<r 


p- 


U 


p- 


r- 


CD 




Cj i— 






LJ ^ 




CN r— 


Lu p- 




lj r~ 


SJ vL 


_ ri f n 

HJ UJ 


HJ UJ 


ik^ ^n 
LU 


UJ r~ 


m f n 

LU UJ 




r— 


* 

r— 




vL 




vE 


<L 


rn 
UJ 


f n 

LU 


CJ 


CD 




rn 
Uj 


Q. 






p - 


rn 
UJ 


sf 




CD 




LJ 


m 
UJ 


u. 




(~ 






r- 


CD 




r- 




o <r 


O V- 


O CD 


o <r 


O 1- 


— <r 


r- 


ro u 


r> <r 


ll") r- 




>0 r- 


N p- 


u 


CD <t 


<r 


r- 


CD 


<t 


<r 


u 


CD 


<r 


p- 


u 


H- 


C 


p- 


CD 


r— 


p- 


u 


<r 


UJ 


<r 


CD 




<r 


p- 


<c 


<t 


c 


u 


u 


r- 


CJ 


p- 


j— 


CD 


<I 



023844^ 





O CD 


O CD 






o u 


<J p- 


m <r 


CD >- 




H- 


o <r 


f> c 


o <r 


o <r 




p- 




J— 




CD 




H- 


^ CJ 


L. 




CD 




CD 


<r 


U- 


p"" 


LJ 




CD 


<L 




**J- 






rn 

UJ 


Cj 


Si. 


r ^ 

LJ 


L- 






CX 




rn 

LJ 


VL 




u. 


M 
uy 


tn 

LJ 


LJ 


u. 




rn 

w 


M 
u^ 




U_i 


V« UJ 




L. 


O p~ 


CD 


^ <t 


fH h- 




U 


r> a 




o u 


o <r 




a 


CD 






LJ 




u. 




UJ 


L^ 


UJ 




UJ 






rn 

LJ 






u. 


rn 

Ui 


V*. 


rn 
LU 


f^r 
<L 






Us 

p™ 


u. 


UJ 


u. 




CJ 




u_ 
p^ 








r n 

wJ 






r i 
LJ 


u> 
p^ 




r n 

UJ 




LJ 


r*"i rn 

LJ LU 


rn 

LJ LU 


LJ 


L. 




^ U 


O CD 


-0 c 




<r 


S CD 


f> u 


C- C 


O CJ 


— ^ 


<L 


— CD 


LJ 


LU 


^l 




u, 

p™ 


*4 U> 


P^ 


LJ 


tT 
kL 




vJ- 


r^T 


L. 


P^ 


u. 






L- 
P^ 


p^ 


U— 
P^ 


U— 






r 1 
UJ 


rn 

LJ 




r i 

UJ 




LJ 




<T 
vL 


P™ 


vi. 




u. 


vj, 


r i 

LJ 


rn 

LU 


U- 
p^ 




£T 
"Lj. 


ui 






LJ si. 


LJ 


LJ 


nj lu 




C>* p- 






CD 


p- 


0- CD 


f> CD 


o <z 




CD 




CJ 


CD 


— CD 


*-< 


CD 




p- 


p- 


CD 




<r 


<r 




<r 


r- 




u 


H 


<r 


CD 


<c 




p- 


U 


<t 


p- 


CD 




CD 


a 


u 


j- 


p- 




CD 


CJ 


u 




r— 




H- 


u 


O p- 


O h~ 


o *- 


o 


h- 


O J— 


rs c 


cd <r 




o 


<t 


<l H 


o 1- 


r> <r 


o u 




r- 


H 


CD 


<z 


* <L 




I— 


^ 1- 


u 


<z 


u 




<r 


U 


c: 


CD 


a 




H 


<I 


<r 


<t 






<I 


u 


CD 


H- 


CD 




<r 




c 


J- 


C 




CD 






<r 


CD 




<r 


<r 


O CD 


O p- 


O CO 


o 


CD 


O <E 




N. CD 


kj <r 




CD 


in a 




f> <t 


O h- 


O 


<r 




- <t 


U 






a 


^ CJ 


CD 


u 


<x 




<r 


u 




u 


H- 






CD 


<r 


<r 


CD 




C 


CD 




<E 


<r 




CJ 


CD 


u 


<X 








CD 


<I 


CJ 


CD 




u 





C\J 





O CD 


O *- 


c cj 


<J CX 




m u. 




M CD 




Ki <t 


xr cr 




j— 


— CD 


« u 




<t 


C 


r— 


<t 


<r 




CD 


J- 


CD 


CD 


C 


<E 


c 


CD 


J- 




u 


a 




H 


c 


<r 




O >- 


O CD 


o cr 


o c 


ID CJ 


~* LJ 




ro cd 


CN C 


ro ld 


K» CD 


xT CD 


*H CJ 


*H (J 


«-> CJ 


~ c 


(J 


c 


CD 


cr 


j— 


CD 


c 


CJ 


CD 


r- 


cr 


CD 


u 


J- 


cr 


CD 




u 


cr 


c 




I— 


c 




o w 


O r- 


O CD 


O CJ 


«T r- 


O CD 


-0 cr 


CJ 


(Si cr 


K> i— 


n u 


«c c 


(J 


— U 


~4 <X 




cr 




h- 


u 


cr 


<r 


<T 


CD 




J— 


}— 




cr 


u 


CD 


CD 


1— 


<r 


i— 


CJ 


cr 


cr 


CJ 


cr 




o u 


O CD 


o c 


n cd 


cr 


m U 


— u 




CN <L 


n u 


xr cr 


- CD 


~ u 


^ f- 


~ c 


U 


r- 


<r 




CD 


<Z 


u 


cr 


ID 


<T 


u 


cr 


CD 


H- 


CD 


CD 


<r 


<t 




cr 


. u 


<r 


h- 


a 


O I- 


o <x 


O 1— 


o cr 


W CD 






o u 


N CD 


cm <r 


n cr 


xr U 


c 


— CD 


— cr 


~ CD 


r- 


. CD 


u 


U 


u 


CD 


*- 


a 


c 


<r 


u 


<E 


cr 


i- 


a 


J- 


u 


<r 


i- 


• <r 


»- 


i— 


u 


<r 


o u 


o <r 


c u 


o cr 


w CD 




:o cr 


O CD 


CN H 


(N H 


n cr 


n k 


~> r- 


^ >- 


^ CD 


^ <r 


CD 


»- 


CD 


CD 






h- 


CD 


1- 


U 


<r 




<T 


U 




U 


1- 


cr 


H 


CD 


CD 


CD 


U 


U 



s)(9 



c cr 


O J- 


C CD 


o cr 


<3 C 


CN CJ 


in j- 


in cj 




— cr 


^ i— 


CD 


cr 


h- 






CJ 


Cj 


cr 


CJ 


^. 








CD 


}— 


M 


cr 


cr 


<r 


o c 


o c 


o c 




in h 


— CD 


xr CD 


in cr 


*0 CD 




^ ^« 




CD 


cr 


rj 


c 


<2 


^« 




)— 


jj 


CD 


<r 


n 


<r 


cr 










c cr 


O H 


O 1- 


c cr 




o u 




in cr 




^ CD 


^ <r 




<c 


CD 




i— 






>— 


Cj 


f 1 


t— 


CD 


tfT 
vL 


u 


1— 


W 


CD 


CD 




O CD 


o <r 


O H 


n <r 


to f- 


o cr 


^ u 


U"3 CD 


in <r 


~* J- 


~ U 


- c 




1- 


cr 


CD 


<r 


u 


CJ 


u 


<r 


H 


c 


c 


(- 


»- 


i- 


H 


<r 


H- 


O CD 


O CD 


O 1- 




CN CD 


Q U 


tr cr 


in h 


in cj 


-< c 


— )- 


^ cr 


a 


u 


H 




1- 


<r 


H 


u 


cr 






cr 


CD 


1- 


u 


H 


CD 


<r 


o <r 


O (— 


o u 


in u 




I s - cr 


<r u 


in t— 


in j— 


*h a 


~ a 


~ j- 


<r 


a 


cr 


cr 




cr 




U 


cr 




CD 


u 


cr 


<r 


<r 


CD 


CD 


u 



023844^ 



O 1- 


O »- 


O CD 


m h 




O CD 








cr 




^ LJ 


CD 




u, 
r™ 






cr 


f 1 






n 
w 


si. 


i 

r" 


r n 


r n 

LU 


i 

r— 


r rj 


*Lu 


ct 


o »- 


o <x 


O 1— 


N u 


Yi J- 


O U 






fx CJ 


. ^ 


^ LJ 


<r 


f 1 


LJ 


CD 


u_ 


LJ 


cr 


1» 
p_ 


L_ 


<r 


LJ 


c^ 


CD 


vL 


t 

r~ 


CD 




C. 


CJ 


C CD 


O CD 


o cr 


-0 C 


cm cr 


C CD 




rx cc 


fx r— 




cr 






LJ 


cr 


t 

r~ 


cx 






CJ 


CJ 


f % 


1 








cr 






CJ 


O C 


O J— 


o cr 

X^ St 


Ul r- 


— cr 


rx h 


-0 c 


N u 


rx cr 


-»H CD 


~ u 


~ u 


cr 


cr 


u 


CD 


CJ 




CD 


CD 




cr 


r- 


<C 


CD 


U 


<r 


CD 


cr 


u 


o <r 


O H 


o c 


u 


O H 




<i <r 


cr 






^ »- 






<r 


<r 




<x 


c 


<r 


<r 


c 


CD 


j— 


u 


CD 


CD 


cr 


<r 


<r 


u 


o u 


O CD 


o u 


n u 


o cr 


in cr 


-0 c 


o cr 




~* CD 


— H 


^ u 


CD 






<r 


U 




<r 


U 


a 


cr 


cc 


CD 


H 


<r 


CJ 


J- 


u 


<r 



C\J 





cd 


O 


CJ 




CD 


o <r 






cn 






C 




a 


CJ 




CJ 


o 


c 


O H 




C 


— • 


CD 




CD 


CN J- 




G 




K- 




c 


CD 




CD 




CD 




CJ 






C 




C 




CD 


CJ 








c 




CD 


CD 












u 


< 




H 








CJ 


CD 


o 


rj 


c 


cd 


o 


>- 


O J- 


tn 


5 








(- 


r J 


c 


c 


? 


c 




CD 


O C 




c 




1- 




J— 


CN CD 




CD 








J- 






CD 








>- 


CD 




U 




c 




c 


CD 




u 




1- 




c 


CJ 




>- 




a 




CD 


CD 




CD 










CD 


c 


c 


c 


CD 


O J- 


O C 






c 


C 




c 


CN <Z 


c 


c 


t> 


c 




c: 


c- c 




u. 




CJ 




CD 


CN C 




i- 








u 


u 








c 




1- 


c 




C 




CD 




cr 


CJ 




c 




CD 




CD 


CD 








1- 




<r 


c 




a 




c 




i- 


CD 


o 


c 


c 


c 


o 


c 


O cr 


^: 




o 


c 




i— 






5 




u 




C C? 




CD 




r— 






CN CD 




>— 




I- 




i- 


cr 




CD 




*- 










C 








CD 


H 








U 




cr 






CD 




c 




c 


cr 




C 




c 




CD 


CD 


o 


CD 


o 




o 




O J- 


CN 




c 


V— 




CT 


o cr 


o 


C 


a 


J- 


o 


c 


O I- 




K- 




CD 




u 


cn c 




CJ 




U 




CD 


cr 




c 




u 




CD 


CD 




c 




h- 




<r 


CT 




u 




u 




u 


CJ 




CD 




c 




j- 


CD 




c 




J- 




H 


CD 


o 


u 


o 


u 


o <r 


o cr 




r* 




c 




cr 


r> cd 


O 






1- 




U 














J- 


— f- 




i- 








*- 


J- 








h- 




u 


U 




C 




CD 




h- 


u 




C 




CD 




CD 


cr 




CD 




c 




J— 


c 




G 








<r 


J— 



o 




o 


CD 


O K 


o 


a 




cr 




CJ 


(n a 


CD 


u 


_ J 






L) 


CN C 


CN 


i- 


cn 


CD 




>- 




r4 


c 




cr 










u 




<r 










u 




CJ 






u 




cr 




J— 




c 






H- 




<r 






<^ 




H 




CD 




CD 


CD 




cr 


o 


}- 


o 


c 












in 


c 






C 


o 


cr 




<- 


rj r i 




CD 


CN 




CN 








CD 














a 




CJ 






f 1 




cr 




)— 




c 






h- 




cr 






w» 
r~ 




AG 




I— 




CD 






















c 


c 


c 


o c 


c 


CD 


c 


CD 




CD 


c <r 




CD 




CD 




CD 






C 


CN 


CJ 


CN 




n u 


IN 


CD 








n 


LJ 




<r 




CD 




H* 


f rt 
L> 




CD 














a 




CD 






LJ 




i- 




}— 






u» 

r 1 ™ 




u 




C£ 




V- 


+~ 




CD 


O 


CD 


O 




O CD 




CD 




<r 




C 


£> f- 


in 


)- 




a 




<r 


^ CD 


CN 


CD 


CN 


c 




CD 


IN C 


CN 


U 




<x 










U 




cr 




<t 


>- 




cr 




c 




CD 


U 




CD 




<x 






cr 




<z 




J- 




U 


a 




I— 




i- 




1- 


u 




u 


O 


ca 


o 


<r 


O CD 


O 


cr 


o 


CD 


CN 




a cr 


*r 


cr 


o 


CD 


«— < 


i- 


- c 


C4 


u 


cn 


U 




i- 


CS CD 


CN 


c 




»- 




CD 


U 


CD 




<r 




1- 


a 




cr 




<r 




CD 


h- 




i— 




cr 




<c 


c 




<r 




u 




CD 


u 




cr 










cr 




u 


o 


<E 


o 


^- 


o c 


e 


i- 


m 


<r . 




CD 


^ c 


n 


cr 


o 


u 




<r 


- a 




CD 


CN 


u 




i- 


CN K 


w 


CD 




y- 




»- 


CD 


CD 




H- 




j- 






cr 




CJ 




c 


cr 




CD 




J- 




c 


cr 




cr 








u 


CD 








U 




u 


c 







023844f 



o 


!- 








CD 




y— 




c 




CD 




CD 




CJ 




J— 




CJ 




c 




CJ 




CD 




cr 




J- 




j— 








cr 








j— 


^» 


U 


o 


CJ 




u 


c> 


CJ 




<r 




CD 


CN 


j— 


CN 


<r 




CD 




c 




CD 




c 




CD 




cr 




}— 




j- 








i- 








C 




j- 


O 


cr 


fi 


u 


a 


c 




CD 


n 


CD 


CN 


CJ 


CN 


U 




cr 




K- 








CD 




(— 




cr 




CD 




CD 




CJ 








C£ 




<r 


O 




O 


CD 




\— 




C 




<r 




1- 




c 


CS 


cr 




CD 




cr 




C 




<r 




CD 




<r 




C 




cr 




c 




<r 




cr 




a 


o 


u 


O 


h- 


o 












H- 




cr 




C 








J- 




CD 




h- 




CJ 




!- 




<r 




<r 




CD 




>~ 




I- 




CD 


O 


cr 


o 


a 


l> 


CD 




<r 


CN 


u 




cr 




CD 


CN 


CJ 




CD 




CJ 




cr 




H- 




U3 




<r 




CD 




i- 




cr 




u 




c 




CD 



cvj 



0238441 





c 


r*. 


CJ 




u 


C4 


u 






IT) 


r -i 

LJ 


CN 




fSJ 






LJ 




S*» 




rn 




LJ 








L. 

r™ 




L_ 




p™ 




L. 








si 




sJ 


o 


<t 


O 


CD 


in 


h~ 




U 


^» 


u*» 
r* 


in 






p™ 


r\j 






sX 




UJ 




t 

r~ 




t 




LJ 




si 




l_ 
r™ 








sX 








sX 




CJ 


o 


C 


o 


u 




CD 


O 


p- 


<T 




tn 


* 


r*j 


r~ 




LJ 




H* 




G 




r * 
LJ 




G 




sX 




CJ 




UJ 








si 




t 

P" 




SX 






— _ 


M 




rn 

w 




r- 




C 


<r 


a 




u 


CN 


c 


n 


CJ 




(- 




G 




<x 








CD 




G 




<r 




1- 




<r 




<r 




g 




c 


O 


u 


o 


c 


cn 




a 


l- 




<r 


*r 


G 




t- 


CN 


C 




<r 




u 




H- 




c 




CD 




c 




G 




<t 




CD 




G 




<r 




U 


O 


CD 


o 


<t 






N 


u 




<r 


<r 


c 


cn 




CN 


c 




p- 




c 




cr 




u 




<E 




u 




U 




G 




u 








<z 




C 



o 


CD 




G 


CD 


r- 


*r 


C 


U J 


h— 






CN 


CD 


CN 


CJ 




K- 




G 




<X 




CJ 




rn 




<T 




t . 




r n 
UJ 




p™ 




ST 










o 


CJ 


o 


I- 




<r 


t*) 




in 


CD 


•0 




CN 


CD 


CN 


G 




r— 








r- 




c 




CJ 




CJ 




CJ 








r- 




H- 




CJ 




C 


o 




o 






r- 


CN 


<r 


in 


J— 


■o 


G 


CN 




CN 


h— 




CJ 




G 




h- 




Q 




sX 




G 




CJ 




H- 




CJ 




C 




CJ 








* 


„ 


Uj 


m 






h- 


in 


<t 




G 


CN 


cj 


C4 


G 




r- 




<r 




<r 








u 








u 




u 




a 




<r 




CD 




G 


O 




O 


G 




CD 


o 


<E 


in 


J- 


o 


G 


cn 


<r 


CN 


J- 




<t 




<r 




<r - 




<r 




<t 




<r 




CD 




H 




CD 




»- 




U 




u 


o 


1- 


O 


<t 




<r 


O 


G 


in 


<t 




<r 


CN 


u 


CN 


u 




u 




<r 




h- 




H- 




CD 




G 




<r 








<r 




<r 




a 




G 



O 


G 


O 


H- 


o 


<r 




C 


1 ^ 


si 




Si 




UJ 




LVJ 








UJ 




rn 




u. 
r~ 




fn 

w 




u 




si 




si 








Si 




rn 




s^t 


o 


<t 


o 


<r 


c> 


f— 


in 


<c 


»n 

HJ 


u» 
r* 


1 ^ 


UJ 




*r 

vL 


IN 






LJ 




rn 




LJ 




LJ 




si 




si 




si 




si 




si 




sX 




UJ 




LJ 


o 


C 


o 


<r 


a 


G 




G 




si 




<E 


CN 


si 


CN 


CD 




G 




sX 




LJ 




rn 
UJ 




r" 




UJ 




LJ 




t 

r™ 




< 

r- 




<t 




i 

r" 




sX 




L. 




Si 




C 




<x 


O 


sX 


r*s 


sX 


CI 


G 


CN 


sX 




C 




G 




1- 




<c 




U 




G 








CD 




<r 




CJ 




<r 




a 


o 


<t 


o 


<r 


<l 


G 


M 


G 




G 




<t 


CN 


<r 


CN 


<r 








<c 




u 




<E 




c 




G 




G 




h- 




<t 




tD 




<t 






O 


u 


o 


G 


hi 


G 




U 


ND 


l~ 




r— 


W 


<r 


CN 


U 




u 




G 




u 




<X 




G 




J- 




G 




u 








<X 




C 




u 



o 


H 


O 


CJ 




U 


a 


<r 


UJ 


si 


r— *• 

LJ 


si 




si 


I ^ 






si 








L. 




vL 




rn 




r n 

UJ 




J— 




si. 




k- 




LJ 




L. 




rn 


O 


<Z 


c 


G 




h- 




CJ 


m 

LU 


r™ 


UJ 


UJ 




L_ 

r - 








LJ 




jx 

sX 




rn 
LJ 




LJ 








* 




si 




r" 




rn 
UJ 




->T 
si 








rn 
UJ 


O 


r- 


o 






G 




<r 


LJ 






G 


IN 


LJ 




CJ 




t 

r- 




G 




si 




CJ 




si 




i 

p* 




rn 

UJ 




^p 

Si 




si 




LJ 




vi 




<p 

Si 




<x 






c> 


<x 




u 




u 


a 


u 


CN 


G 








G 








<r 




<t 




G 




G 




<t 




G 




C 




CJ 




<x 




G 


o 




o 


<t 


CD 


<r 


<r 


<r 


rs 




a 


u 


CN 


r- 


CN 










H 




G 




(- 








<L 








G 




<t 




C 




1- 






o 


<t 


o 


<t 




<t 




G 




cr 


CD 


H- 


CN 


CJ 


CN 


C 




<r 








c 




<r 




<c 




<z 




G 




u 




G 




p- 




G 




u 



o 


G 


O 


<E 


<r 


p- 


o 


G 


LT" 






LJ 


I i 


sX 


r J 


rn 
UJ 




CJ 




i 

P" 




1 

r*" 




sX- 




rn 
UJ 




r n 
UJ 




i 

P~ 




p - 




UJ 




^«-p 
sX 




rn 
UJ 




t 

P~ 


o 


G 


o 


<t 


to 


U 


O 


H- 


LT* 


CJ 


0> 


r ^ 
CJ 




r- 


CN 


CJ 




\— 




CJ 




<x 








rn 
UJ 




CJ 




t . 
r - 




i . 
r- 




rn 

G 








t 

p- 




^x 

sX 


o 


CJ 


o 


CJ 






a 


G 


0^ 


G 


o 


r— 


CH 


h- 


CN 


U 




CJ 




<X 




G 




u 




<X 








rn 
UJ 








t 




H 




r 1 
UJ 




p- 




r n 

LJ 


o 


<X 




G 






0* 


r- 




G 




U 


r-4 


U 




h- 




G 




<x 




G 




r- 




G 








<t 




u 




<r 




G 




-G 


O 


<t 


o 


<X 


o 


<t 


o 






G 


o 


H 


CN 


C 


CN 


<r 




G 




<t 




CJ 




G 




p- 




<r 








<x 




<X 




G 




u 




H 




G 


O p- 


o 


C 


in 


p- 


CD 








CN 


<t 


CN H 




CJ 




<E 












i- 




U 




G 




G 




U 




G 




G 




CJ 



023844T 



o 


u 


O CD 


o 


CD 


O CD 


O H 




ft 






s^ 


ST 






CD 


- C 




CJ 


f v4 U 


Mi CJ 


ro 


CD 


M CD 


ro 


c 


K; C 


K; C 




cr 


CD 




u 


h- 


C 




<r 


CD 






<X 


J- 




c 






CD 


<L 


CD 




CD 


C 




»- 


U 


CD 




y— 


<r 




CD 


<r 


U 




CD 


a 




U 


<r 


cr 


o 


CJ 


O CD 






O CD 


O CJ 


in 

U J 


si 


- r > 




h- 


ro <r 


^ Ci 


C 


<r 


— u 




U 


cn cd 


CM c 


IO 


CD 


ro i- 


ro 


U 


ro cj 


n u 




CD 










<r 






(D 




c 


<r 


c: 




u 








CD 


c 




CD 


J- 




c 


<C 


CJ 




H- 


a 






CD 


u 




CJ- 






u 


H 




O 


CJ 


O I- 


^ 


CD 


o <r 


o c 






o u 




CD 


cn u 




o 


c 


-* u 








rss c 


ro 


J— 




ro 


CD 


ro h- 








CD 




(J 




CD 




u 


CD 




1— 


CJ 


c 




CD 


U 




CD 


u 


cr 




CD 


h- 




CD 


cl 


CD 




J— 


>- 




CD 




CD 




<r 


CD 




u 




t£ 




<r 


O U 


o 


a 


O CD 


O CD 


Pi 




a* U 




H- 


— U 






d 


o <r 




CD 


CD 


CN C 


ro 


<Z 






J- 


ro )- 


n cd 






u 




U 


H 


d 






<E 




H 


CD 


j- 






c 




CD 


CD 


CD 




1- 


u 




J- 


<r 


h- 




<r 


<x 




CD 


cr 


CD 




CD 


c 




U 


CD 


1- 




V- 


o <r 


o 


H 


o c 


o u 




CD 


CD d 






O CD 


<i ct 


o 


CD 


o u 




CD 


cn cd 


n c 




J— 


ro <l 




<r 


n !— 


n u 




cr 


<z 




<i 




CD 




cr 


CD 




CD 




■ cc 




cr 


cr 




<E 


<t 






<r 


<x 




C 


CD 


f- 




<x 


CD 




a 


CD 






fr— 


cr 




<r 


CD 


CD 


O 


fr- 


O I- 


O 


u 


o <r 


O <C 




<r 


CD 


rO 


H- 


0- CD 


tn <r 


C 


u 


O H 




CD 


— CD 


CD 






ro <X 


fO 




ro <r 


ro h- 




CD 


ID 




CD 


cr 


u 






C 




C 


u 


<r 




d 


fr- 




<r 


<r 


cr 




CT 


CD 




CD 


i- 


tD 




C 


H- 




<X 


CD 


CJ 




CD 


C 




u 


U 


<r 



o 


CD 


O CD 


O CD 


o <r 




CD 




ft 


in r™ 






O 


CD 


ro 


CD 


^ <r 


<r cr 


ut <r 


o 


J- 


ro 


a 


ro t— 


ro h 


ro cd 




CD 




i- 


u 


<r 


<r 




U 




cr 


u 


CD 


u 




CD 




c 


CD 


CD 


u 




cr 




i- 


cr 


<c 


u 




CJ 




CD 


CJ 


CD 


h- 




<r 




U 


H 


<c 


fr- 




CD 


o 


J- 


o <x 


o CJ 


o o 


^ 


CD 


u J 


t \ 




c 


w cr 




)— 


n 


1— 


<" CD 


*r <r 


in v~ 


in 


CD 






ro >- 


f 0 J— 


n CD 


ro 


CJ 




U 


cr 


CJ 


<r 






c 


j— 


K- 


CD 




<r 




u 


i- 


<x 


<r 




u 




c 


c 


cr 


i- 




i- 






CD 


CD 


h- 








a 




h- 


c 




<r 


o 


u 


O CJ 


O CD 


o c 


o 


u 










r-^ cd 


CD 


cr 


to 


J- 


*r cr 


T >- 


in c 


in 


cr 


ro 


CD 


Kj CJ 


ro u 


ro c 


ro 


CD 




CD 


CJ 


u 


<r 


i 


CD 




CD 


cr 




c 




<r 




cr 


h- 


cr 


CJ 




<r 




CD 


CD 


<r 


<r 




CD 




h- 


»- 


u 


CD 




CD 




<Z 


U 


<r 






CJ 


c 


f- 


O 1— 


O CD 


O CD* 


o 


<r 


ro 


cr 


l> i- 


in <r 


— J- 




cr 




cr 


n cj 


<r cd 


m <z 


tn 


cr 


ro 


CD 


ro j— 


n cr 


ro h- 


ro 


CD 




cc 




cr 


CJ 


<r 






<r 


CD 


CD 




CD 




CD 


<r 


U 


CD 




CD 




cr 


u 


cr 


H- 




CJ 




cr 


CD 


CD 


U 




1- 




u 


cr 


CD 


CD 




<C 


o 




o <r 


O f- 


o <r 


o 


CD 


w 


u 


cd c 




o u 




<r 


ro 


<r 


ro cd 


CD 


111 u 


in 


CD 




CD 




ro <r 


kj <r 


ro 






CJ 


cr 


a 


i- 








CD 


j— 


cr 


u 




<r 






a 


H 


<r 




CD 




CJ 


u 


C 


u 




CD 




<r 


CD 




CJ 










cr 


cr 






<r 


o 


<r 


O CD 


o u 


o u 


o 


fr- 




}— 


I s - CD 


ro cd 


o <r 


in 


CD 




fr- 


ro u 


^ cr 


^ a 


in 


CD 


to 


ee 


ro <r 


yj cr 


to <r 


ro 


cr 




CD 


CD 


cr 


i- 




<x 




fr- 




<r 






H 




<r 


<r 


<r 


<r 




<r 




<r 




CD 


CD 




CD 






<r 


<r 


CD 




CJ 




CD 


CD 


c 


CD 




U 



CM 



023844f 



© H- 


Ct cr 


v— ^ r™ 


-0 cx 


» » i_< 




<l c 


N CD 


cd 


cd 


r> co 






k-J 


CX 


cx 




si. 


cx 


SI. 


CX 




S^ 


i 

r~ 




S*. 


i 




sk 


» 




>^ 


w st 


in cj 


CT 
st 


fs* 1— 


•O CD 










n cd 


rn 


S^ 


t . 

r - 




rn 
LU 


CD 


l_j 


» 




rn 




CD 




r— 


CJ 


si. 


st 








s^ <t 


rn 






<3 J- 


N i— 




Ki CX 






si. 


* 




sU 


si 


CD 


S*. 


C£ 


h- 


r™ 


CX 


sX 




UJ 




t 

r~ 


CD 


CD 


V^ 1 LJ 






ri v-J 


CX 


in h- 




*o 


i ^* r~ 


m c 


r o <r 






<i 


i- 


C 


cx 


»- 






CD 


<x 


<r 


U 


<t 


CD 


U 




c 




o <r 


o cj 


O CD 


cm <r 


a c 




sO CD 


«o cd 




n cd 






<z 




i« 


CD 


<r 


<t 


CD 


H- 


<r 




CD 


CD 


<r 


I- 


<t 




H 


<c 


O K 


O U 


o <r 


— CJ 




Ki <r 


-0 H 


-0 CD 


rs h 


IO 1- 






u 


u 


u 




<r 






H- 


CJ 






<r 


<r 


<r 


u 




CD 





o c o u 

N C QC CD 

o <r o <r 

<r CD u 

<r »- 

<Z CD 

c u 

k <i 

O CD O U 

H- M- 

OH O CD 

<r }- <r 

»- u 

CD CD 

CD CD 

C CD 

h a 

o c o u 

O C <J H 

O CD O C 

<r cd 

U H 

cd <r 

u u 

o i— o u 

o cj in <r 

o cr ch 

CD CD 

S ^ 

C I- 

CD 1- 

cd <r 

OH- O CD 

w sO CD sOCD r^<t CD <X CDC t> U f> J- 

n <x i- i- j— j- *- h- <x 

s i f i s § £ t 1 

O U Oh 

N CJ n K 

o <r o i— 

n <r cd 

cxcdi-CSS^^ 



C- CD 


O CJ 


o a 


<r i— 


o <z 


o u 


CD H 


0 s CD 


CS H- 


n )» 




f0 c 


<r 


<t 


(— 


<x 


CD 


CD 


CD 


CD 




C 


C 


U 


c 


<r 


CD 




c 


C 


O )— 


O CD 


O CD 


CJ 


o <r 


in c 


CD <I 




o <x 


n <r 


Kj CJ 


n a 


CJ 


CD 






C 


CJ 


c 


I- 




CJ 


CJ 


>- 


u 


CD 




CJ 


<r 




C CD 


o c 


O <X 


CM J— 


CD C 




CD <t 


GD sX 




f^J CJ 


ro <r 


n c 


<Z 




c 


CJ 


CJ 


CJ 


CJ 




c 


CD 


*- 




CJ 


1- 




CJ 


U 


CX 


o <r 


O J- 


O C 


)— 


N 1- 


n cd 


Lu UJ 


LU <X 




n cd 


« I— 


n <x 


CD 




CD 


CD 


CD 


CX 


u 


U 


c 


<r 


<E 


u 


<r 


cX 






<X 




O 


o <r 


o <r 


o u 


. O CX 


cX 


co <r 


CD C 


O CJ 


to H- 


r -o a 


n k 






I- 


1- 


CD 




u 




CJ 


a 


CD 




CD 


cX 


CX 


<x 


<X 


C 


o <x 


o u 


O CD 


0- CD 


in u 


- J— 


N U 


CD u 


0> cl 


n cd 


n u 


M H 




u 


I- 




CX 


h- 


t- 


1- 


1— 


h- 


u 


J- 


J- 


<r 


1- 


l- 


u 


<r 





© J- 


<r cd 


© H 


^ cX 


CN )— 


T CD 


st r- 


h- 


I- 


<X 


c 


H- 




1- 


d 


CJ 




f- 


C 


o u 


© C 


n <r 


o c 




^ CD 


T CD 




cX 




u 




cX 


H 


u 




u 


<X 


CD 


c 


O CJ 


O G 


CM CJ 


a h 


CD 




<r u 


cd 


ex 


CD 


u 


CJ 


<x 


CD 




c 




cl 


cl 


cX 


O cX 


© CX 


~ u 


I s - cX 




~ cX 


CD 


<r J— 


CX 


C 


CJ 


CD 


CD 




1- 


J- 


CX 




h- 


CJ 


o u 


© CD 


O CX 


O U 


— CD 


^ CX 


u 


<r CX 




- c 


»- 


H 


CD 


CX 


U 


CX 




u 


CJ 




O }- 


© U 


o u 


in c 


O H 


^ CD 




^- CD 


<t 


C 


a 


CX 


h- 


CD 


CD 


C 


<c 


U 


CD 


u 



$o 021*8441 



0 

a 

N 

u 

03 
CO 
4J 
H 
O 





CD 




<r 








w 


IN 


LJ 






CM 


C 




CD 






<r 


u 




<r 












1- 




















<r 




H 








u 




<t 








CD 




u 








<r 




<x 






O 


CJ 


O 


<x 






in 


CD 


~* 


<r 










tO 


CD 








CD 


<^ 


CJ 








<E 




u 








<r 




<r 








u 












H~ 




CD 








J- 












h- 




<z 






i"**t 


<r 


O 


0 


O 


CD 


«C 


u 


0 


u 


O 


<r 


(N 


u 


Y) 




to 


tj 




CD 






tj- 


CD 




<r 




(— 




t— 




tj 




V— 




(j 




i— 




<£ 




<E 




<c 




CD 




<X 




(J 








<£ 




<x 








u 


O 


<r 


O 


a 


O 


<r 


10 


<t 


O 


u 


lfJ 


u 




<t 


CM 


CD 


tO 


CD 


<r 


f- 


<r 




<T 


I— 




CD 




c: 




CD 




h- 




CD 




*- 




f~ 




<£ 




1- 




1- 




)- 




CD 




U 




H 




CD 




<c 








H- 


O 


<r 


O 


1- 


O 


CD 


cm 


c 


CD 


<C 




CD 


CM 




CM 


H 


to 


<E 


<r 


CD 




CD 


<r 


U 




<r 




CJ 




H 




<z 




u 




CD 




<r 








CD 




<r 




cr 




CD 




CD 








h- 




CD 




CD 




U 


0 


1- 


O 


cj 


0 


u 


< 


<x 


N. 


<r 


tO 


H 


CM 




CM 


<z 


to 


<r 






*r 


cj 




1- 




<t 








<r 




CJ 












CD 




H 




CD 
















U 




<r 




<E 








H 




CJ 



in cr 3 
»-< cr i 

CM CD CD 


in CD 3 

f — J — 

CM 1- _I 


U"5 <X 3 
K" J— Q»' 

ri u _i 


tn f— ai 

n> u— . 

r o <r -< 


1- O 

CJ L. 
U Cl 


CJ i_ 
CJ 01 

k cn 


cr >. 

rn 

CD CD 


<x c 

VL r— 1 

U CD 


a c 
cx ui 
cr cr 


i- ai 

<r ^ 


<X 3 
fit 

f— -J 


<r ^ 

r— Hj 
CD > 


h- L. 
CD GJ 
<X CO 


r- D. 

cT in 
CD CX 


CD 

U— ft! 

CD > 


h- 3 
i tit 
r— DJ 

U _J 


<r 3 
i_ fit 

1- -I 


a <u 
<r ~ 


r- QJ 
t I — 

1- LL 


J- QJ 
r- JZ 
K LL 


r- in 

h- CJ 


<r o 

LJ L, 
(J LL 


CX > 
CD »-h 
CD CD 


cr m 

CJ ^-i 

cd cr 


1- c 
*r in 

<X <L 


U U 
r i f 

<T r- 


f— <U 

LJ 

cd <r 


a a 
<c in 
cd cr 


h- L, 

vj_ ^ 


CJ l, 

VL 

H- 


i- > 

CD f— « 
CD CD 


cd a 

CD L> 


J— o 

r i t 
! — I L. 

CJ lL 


h- > 

CD CD 


CJ C 
CJ L. 

U Cl 


cr c 
cr i-i 

U CD 


1- 01 
cx * 


H- L. 

LJ X. 
<X r- 


J— r-l 

1 — Hi 
CD > 


1- L> 

cj tu 

K CD 


mum 

^ |- o 


ui<r j 

CM CD CD 


io i — ai 
j — j_ 
r ■ j (- ll 


m a o 

r-:» cj a. 


<T 3 

, 

vi. t 
CD CD 


CT QJ 

<x £ 


<r 3 
<x «— * 

CD CD 


CD r-4 

CD CD 


C 

CX Ui 

cx <r 


CD L_ 

<r <r 


\- L 

CD QJ 

<r cn 


f- QJ 
1- JO 
• f- LL , 


cj ai 
i — i 

cr 


cr 3 

<X f-+ 

CD CD 


CD 3 
h- QJ 
r— _l 


»- QJ 

cr »-h 


a c 
<r in 
<r <r 


<E > 

CD rH 

CD CD 


f— 3 
(— QJ 
U -J 


<r > 

CD 

CD CD 


CD o 

tJ L. 
CJ LL 


I— >* 
CD 

CD CD 


1- OJ 
1- JC 
r- LL 


CD a 
CD L. 
f- H- 


1- c 

<r in 
<r cr 


<X 3 
H- QJ 
»- —J 


<r c 
<r -i 

CJ CD 


<r oj 
<r ~ 


a c 
<r in 
<r <r 


\— ns 
CD > 


CD L. 
U JC 

cr i- 


<r qj 
<r 


i- a 

<r ui 
cd cr 


<r 3 

<r r-. 

CD CD 


<E 3 
1- QJ 
CJ -J 


K CL 

<r in 
cd cr 


CD -P 
h- QJ 

<x 2: 


<r 

CD > 


CD i_ 
tJ QJ 

f- cn 


a > 



023844f 



in <x 3 

U"j 1 — Qj 
T 1 — «J 


UI h- CL 

~< <L in 

li") CD cr 


in u u 

N U »h 

in cd <x 


<r cn 

CD L. 

cr cr 


<r nj 
CJ ^ 

cd cr 


h- L. 
CD QJ 

cr cn 


CJ QJ 

i— cn 


<r 3 
<c ^ 

CD CD 


CJ c 
cr in 
<x <r 


r- 0» 
h- — » 

<x 


cd a 

CD L. 
1— r- 


CD +j 

1- QJ 

cr z: 


CJ ai 

CJ 

a cr 


CD 3 

<r 

CD CD 


U CL 

cx m 
cd <r 


cr c 
cr -4 

CJ CD 


<r cn 

CD L. 

■ cx cx 


H c 

cr in 
cr <r 


CJ c 

cr m 

cr cr 


i- ai 

K JX 
H- LL 


u qj 

h- JX 
H Cl 


cd cn 

CD L 

cr cr 


H L 

CJ QJ 

k cn 


<x c 
cr 

U CD 


CJ — i 

cd cr 


CX 3 
CD CD 


QJ 

cr 


CJ Qj 
r- 

K LL 


<r m 

CJ ^4 

cd cr 


i- cn 

CD L 
U <X 


u-; cr 3 
cm cr — 

^ CD CD 


m o l, 
m cr > 

^ h h 


U"5 CD 4J 

iii cr r 


C 3 
<X -i 
CD CD 


H Qj 
i- ^ 

cr ^ 


CD 3 

<r -f 

CD CD 


<X If 
1 1 

cr -« 


<r c 

<I r- 

U CD 


<x 3 
<r -i 

CD CD 


cr cn 

CD L. 

cr <r 


cr >^ 


cr cn 

CD L 

c <r 


cr c 
cr -h 

U CD 


K QJ 
U ^ 


Vi. J 

h- QJ 
(— -J 


u c 
cr in 
cr cr 


K C 

<r in 
cr <r 


<r * 

CJ 

cd cr 


cr 


CJ L, 
CD Qi 

<r cn 


<r o 
a l 

u £l 


C 3 

i— a; 


<r 3 

1- QJ 

a .j 


»- c 

<r in 
cr cr 


CD C 

cr 

CJ CD. 


<r 

CD 

CD CD 


1— L> 
U JX 
<X K 


<r 3 
<r ^ 

CD CD 


<X 3 

cr ~i 

CD CD 


K 0 
U L 

u a. 



OJ 



023B441 



N> . 
•D 
0) 
cn 

J-t 

O 

f*4 



0) 
JD 

CO 
H 





U1 


<r c 


in 




0J 


U1 


cr x 


in 


<r 






#— i 




r- 0J 


f- 03 


o 




m 


t— 


r— : 




CD 




i— 






03 


o 


JZ 


LLJ ^ 




LJ UJ 




ST 

CL 




CD 


CD LU 


m 
LLi 


CD 


> 


r> CD > 




r~ LL. 






cr > 






J 




CD a 




f- 




<x 


L. 




K L. 


CJ OJ 




CD -i 




(- 


0) 




CD L 




a 




CJ 


JC 




CD 01 


H* cn 




CD CD 




CJ 


—J 




r— i — 




cr 


J— 




I— 




VL UJ 


<r j 




K flj 




CD 


cr* 








<r 


Zj 


<r 


O! 




f— > 






J— JZ 




CD 






V- Hi 




»- 


01 


CD 






CD 


H _J 




h- LL 




<T 


<r 




CD !> 




a -j 


LJ 


<r 




CD CD 


h- 3 




CD — t 










I- cn 




cr 


L» 


h- 


nj 




V— CL 


H Qi 




f— ns 




CJ 


jt 




CD L 




CJ 


-C 








cr m 


CJ -J 




CD Z> 




<X 


r " 




L5 cr 




cr 


r- 


<r 






CD CX 


(— 0 




<T k- 




<x 






CD Zj 








<r 


o 




r- 0J 


a i. 




U 0J 




i- 


0i 




<e 






OJ 


CJ 






H- JZ 


CJ lL 




h- CO 






-J 




CD CD 




J— 


-J 


CJ 


UL 




h- LL 






f— ^ 




1— 






cr 3 




<r 


Z2 


h- 


L 




f— c 










cx 


in 




H 01 




<r 




cr 






<r ui 


CD > 




CD > 




CD 


cr 




1— -J 




CD 


CD 




H 




cr <r 


cr c 




(— c 




\— 






cr >- 




cr 


cr 


CD 






<r 3 






<r m 




cr 


in 




CD 




CD 




a 






CT r-H 


CJ CD 




CD <x 




<E 






CD CD 




cr 


<r 


cr 


i- 




CD CD 


L. I 








j— 


l 




rn i 




<r 




cr 


cn 






cr > 




CD L. 




<x 






U JC 




CD 


k- 


CD 






1- 0» 






cr <i 




1— 






<L \- 




<r 


<L 


cr 


cr 




h- -J 


, ^ 




rn -i 




f— 






f— c 




\— 


Hi 


\~ 








CT m 




H QJ 




CD 


i_ 




cr in 




t- 


JZ 


CD 


& 






<X <X 




f— — I 




CJ 


<r 




cr cr 






LL 


cr 


CO 




CD > 


cr r~ 




t _j 




r— 


1 




r i i 




cr 


r- 
w 




CL 






cr 








CD 


0! 




<x > 




cr 




<r 


in 




a l. 


U CD 




CD > 




<X 


cn 








u 


CD 


cd <r 




U CL 




in 


ST l 


in 


(_ 




til 


f n r; 


in 






hi J— 




U J 


f 1 f 
t — 1 u. 


K 03 


O 


u g; 




<r 


in 


CD 


CD L. 


<r 


cr 


m 


o cr 


>w 




cr tn 


CD > 


>c 


h- cn 




<r 


<X 




H h- 


CD 


cr 


cr 






O 


cr cr 


CT 01 




<L Zj 




CJ 


Hi 




r i m 




i 


§ 

a— 


CJ 


r- 






CJ — 




1- QJ 




i— 






CD L. 




<c 


> 


cr 


tn 




CJ JZ 


tD <X 




f- -J 




<z 


»— 4 




a cr 








cr 


cr 




<r f~ 


f— Qt 




i— in 




J— 






<x ^ 




cr 


0i 


CD 


o 






t— j; 




<r 




a 










CD 




a 






<r > 


h- LL 




CJ X 




<r 


f— 




CD > 




cr 


<r 


CJ 


LL 




i— I— 


j_ 3 




<E 3 




CD 






t— Oj 




cr 


OJ 




OJ 






J~ QJ 




i- m 




CJ 


»— ( 




CJ 




*- 


<— 1 






f- 


CJ _! 




i- -J 




CD 


<x 




cd cr 




<r 






LL 




cr ^ 


1— o 




V— c 






H3 








CD 


a 


<r 


~s 




cr ™5 


CJ V. 




<x m 




CJ 


•— i 




cr ~i 




CD 


L. 


r- 


5 




CT r- 


U LL 




<r <c 




CD 


cr 




CJ X 




(— 


1- 


u 


_i 




CD CD 


i— oj 




<r as 




h~ 


CL 




J— a 




(- 


a 


f- 


i- 




CT Ut 










<E 


in 




cr in 




cr 


in 


u 


tu 




CD L. 


<X ~ 




CD <X 




CD 


<r 




cd <r 




CD 


cr 


J- 


cn 




cx cr 










i — 


a- 




cr i. 




<r 


a. 


r- 


r— 1 










a ^ 






JT 




CJ JZ 




CD 




(- 






CJ JZ 


CD <I 




cd <r 






LL 




cr h 




cr 


<r 


CD 


> 




CX r- 


CJ V. 




c c 




<r 














U 


a; 




<X 3 


tJ -C 




<r 




CD 






cr > 




U 


0J 




— i 




1- 01 


<I r- 




U CD 




CD 


CD 










cn 


<r 


»— e 




h- -J 


<Z L. 




r— «— < 




CD 


CL 




u c 




(— 




f- 


£1 




<r c 


U JZ 








CD 


i- 




cr in 




cr 


m 


<r 


in 




<r 


<L K 




CD > 




H 


i— 




<c <r 




CD 


<r 


CD 


<x 




a cd 










CD 


cn 




u > 




CD 


o 


<r 


Zi 




CJ L. 


r- Qj 




<r > 




CD 






CD — « 




a 






UJ 




CJ 0J 


a -j 




\- i- 




cr 


<r 




CD CD 




u 


LL 






h- cn 



U1 I — Z3 

in h m 

O CJ -J 



bl h m 



<r 
cr 



h a 

cr m 
cd <r 

CD -P 

\- oj 
cr 2: 

CD Zi 

I- 01 

H- -J 

k in 

<r 

u x 
<r o 

U L 
U LL 

(- L. 
CD 0l 

<r cn 

CD Oi 
CD i- 

<r cr 

h- QJ 
h- ^ 
cr ^ 

r -4 CD OJ 

oca) 
cr > 

CD 

CD CD 

cr zs 
cr 

CD CD 

<r oi 
f- — » 
cr »-i 

u >- 

CD 

CD CD 
CD C 

<x 

CJ CD 

a *~* 

cd <r 

CD u 
u 0J 
K co 

U 2k 
CD — » 
CD CD 

cr cn 

CD L. 

a <x 



CO 



...... 02^844f 

co ~ 



N 

0) 
CO 

o 



co 



0) 



bl 


<r 


c 






in <x 




in <x 




m <x 


*~4 


in cd 




in h Of 




<r 


*—i 


u 


JC 


r o cd 


\_ 




0! 






— « h- 








r * 
L_» 


LU 


^ <x 






<E 


u 


— J 


h0 CD 


> 


vt CD 


z> 


xt l— LL 
































1- 


Ul 


<r 








<r 


c 




ns 


CJ 


c 


CJ > 




<I 




CD 


i— i 


<r 


> 


<r 


«—« 


a 




d 


in 


CD 




r i 
LJ 




CD 


CD 


j— 




CJ 


CD 


CD 


<r 


<T 


<r 


CD CD 




CD 








CD 


— * 




c 


a 




CJ 








CD 




<X 




K 




<x 




u 


01 


<r 


m 


a oj 




CO 


CD 






CD 


> 


CJ 


CD 


i— cn 




<L 


H- CO 




<r 


!u 


<r 


Zj 


cj 


> 




c 


<x 


c 










cj 


Ol 




CJ 


CD 




<r 


If! 


u 




<r 




CD k. 




f— 


CO 


CJ 


-J 


CD 


CD 


<z 


<r 


u 


LL 


<x 


<r 


u <r 




CD 


a 


CD 


o 


CD 


c 


f- 




CD 


3 


CD 


u_ 


i— ai 




CD 




U 




<Z 


«— « 


<t 


in 


1- 


0J 


<C 


t— » 








h- 


CJ 


LL 


CJ 


CD 


<x 


<r 


J- 


-J 


u 


CD 


H LL 




r— 


L 


I— 


ui 


}— 


>» 


<r 


0J 


1- 


c 


<r 


O 


CD*-M 




<I 


>> 


f— 




CD 






i-H 


<r 




CJ 










I— 


I— 


LL 


CD 


CD 


<L 




<r 




CJ 


Cl 


<x r 






V. 


»— 




<x 




CD 




<E 




CD 








<r 


>* 


u 


jr 




OJ 


CD 




U 


QJ 


u 


i- 


U 0j 






h- 


<I 


H- 


CJ 


1 


CD 


CD 




CD 


CJ 


LL 


h- cn 




<r 




CJ 


EL' 


<x 




<T 


0J 


r i 


i_ 


Vi. 




r™ *^ 




<r 




\— 


-C 


<z 






<— < 


CJ 


Oi 




f— ! 


}- ro 




CD 


CD 


J— 


LL 


u 


CD 


<t 


l-H 


h- 


cn 


<r 




CD > 




<x 




<r 








i— 


r* 


U 






. 

mJ 


l— !fi 




CD 


*- i 


<r 




cj 




<x 




X 1 




<r 


r— * 


<z -~ 




CD 


CD 


CD 


CD 


CD 


<r 


<r 


<i 


<L 


i— 


CD 


CD 


CJ X 




<z 


a* 


<r 


o 


I— 






ni 
jj 


<X 


>* 


L. 




L-( ^ 




CD 




cj 




J— 




h- 


-C 


CD 




<z 


in 


CD 01 




<X 


<X 


CJ 


LL 


CD 


z> 




LL 


CD 


3 


CD 


<r 


<x cn 


b"3 




in 


in cd 




b"3 H- 




U"3 1— 


Q 


hi i— 




Irs rn 


L 


It ^ XL mJ 


EE 


<r 




vf CD 


* 


O h- 




>0 U 


L. 


r -4 <e 


>. 


G3 1- 


QJ 


< r- OJ 


O 


CJ 


X 


^-t CD 


CD 




»— i 


CM U 


LL 




r u 




J 




















«•-» 














rD 


a 


L. 




rp 


<r 


rji 


i- 




^ CD 


i_ 






u 


f 


a 




CD 




CD 


L. 


CJ 




CJ 




CD ^ 






<£. 




cn 


CJ 


<I 


<X 


<I 


CD 




h- 


cn 


u <z 






a 




0) 


<E 


C 


<r 


rj; 


{- 




h- 


a. 






<r 


in 


H- 


jr 


<L 




CD 


k. 






<r 


?n 


<r 




CD 


<x 


I— 


LL 


£J 


CD 


<t 


<E 






CD 


<i 


CJ X 




CD 




CD 


> 


<x 


C 


h~ 




<r 


3 


<r 


•— i 


f— lu. 




CJ 




CD 








<X 


> 






\— 


rti 


CD 0j 




<X 




CD 


CD 




CD 


1— 




CD 


CD 


CD 


> 


<X CO 






i 


^ 






n 






<r 


L 


CD 


i- 


I— a; 




<r 








U 


i. 




0J 


CJ 


x: 


CJ 


-C 


1— -C 








CD 


> 


u 


LL 




-J 


<z 




<I 


r- 


f- Q. 




CJ 


aj 


J- 


o 




nj 






CD 




<X 




<r > 








U 




u 


r-t 


CJ 


-C 


CD 




CD 




CD r-, 




<X 


1— t 


u 


£l 


CD 


<I 




r— 


CD 


CD 


CD 


CD 


CD CD 




o 




1- 




<r 


ns 


o 




CJ 


a 


a 


l. 


<X C 




u 


x: 


u 


0! 


CJ 


•—1 


CJ 




<r 


cn 


CD 




<r 




<r 






CD 


CD 


<C 




U3 


CD 


<r 


<l cn 


U CD 




<r 


GJ 






!- 


c 


£D 


i- 


i- 




<r 


in 


CD CP 








CJ 


•—i 


<r 


in 


U 


01 




at 


<x 




CD L. 




<r 


1— 1 


CD 




<i 


<x 


I— 


cn 


u 


-i 


<E 




<x <x 




i- 




CD 




<r 


>. 


<E 




1- 


•—i 


<r 


cn 


h- O 




CD 




h- 


a< 


CD 




l- 


OJ 


V- 


ns 


CD 




U U 




<T 


cn 


<E 




CD 


CD 


1- 




CD 


> 


<r 


<E 


CJ LL 




u 


c 


<X 


01 


CD 




<L 






v. 


CJ 




<t O 




<r 












U 


JZ 


u 


0! 


<t 




u ± 




<x 


<t 


<r 






2: 


<c 


r— 




CO 




U LL 



023B44i 



I— 




in k w. 


in h- 


13 


in <r 




Ul <L 


L 


tj"5 K 


C 




> 


ii*) h a 


cj 


i-H 


Ch CJ .C 




QJ 


«— * r i 


QJ 


K r ^ 








O CD 




U J >J_ UI 


CD 


<r 




u 


-J 




CO 


I s - J— 


cn 


cd <r 


<r 


CD CD 


CD 


O CD <E 








T— 1 






















1— 


l- 






QJ 


<r 


Zj 


<r 


L 




l. 


J- 


C 




CD 


0) 


CJ flJ 






L_ 




r > 

w 


r- 
X. 


f n 


UJ 


tT 


in 




<r 


CO 


f- co 


<E 


i— i 






<Z 


I- 


<E 


CO 


<I 


<r 


<r »-« 




CP 


<r in 


i- 


CL 


<r 


0 


h- 


in 


CD 




<r 


i_ 




CD 


i_ 


<r >- 


<£ 


in 




1 


sr 
vL 




rn 




LJ 






U 


<r 


<X J 


CD 


<n 


u 


CL 


u 


X 


5 


CD 




cn 


I— J— 


H- 


Ul 


<E L. 


<r 




<r 


n? 


u 


0) 








QJ 


1- 


<E 




M r~ 


f n 


r— i 


CJ 


f— i 


1 

r— 


JC 


CD 


d* 


\— 


XI 


J— fG 


U 


ir 


<L *- 


CD 


CD 


CD 


<r 


f— 


LL 


<I 


CO 


h- 


LL 


CD Z> 


<E 


QJ 


<X 3 


<T 


>- 


f- 


u . 


<r 


c 


J~ 


i_ 


CJ 


c 


<r d 






r— Ui 


CD 




CJ 




<c 




CD 


QJ 


<T 


in 


cr — 


<E 


»-l 


I— -J 


CD 


CD 


<X 


P 


u 


CD 


<I 


CO 


<I 


<r 


CD CD 


CD 


CL 


f— O 


<r 


V- 


(- 


01 


<r 




CD 


4J 


}— 


(n 


1- C 


CD 


L. 




u 


-C 






»- 


Qj 


h- 


OJ 


h- 


JC 


<r ii 


h- 


h- 


U Cl 


<t 


H- 


<x 


i— 4 


f— 


r 


<L 


2: 


h- 


LL 


<r <r 


h- 


L 


<E QJ 


»- 


QJ 


i- 


c 


i- 


c 


h- 


v. 


CD 


0 


a 


U 


QJ 




i- 


JC 




un 


<r 




U 


JC 


U 


i_ 


CD — 




CD 


C ^ 




LL 


<r 


<c 


<x 


<c 


<x 




a 


LL 


CD CD 


U 


QJ 


<r c 


<r 




<E 




<E 


L 


<r 




i— 


L, 


<X i_ 


i- 




<E ^ 


CD 




I- 




u 


JC 


CJ 




u 




u m 


f- 


LL 


CJ CD 


CD 


CD 


CD 


> 


<r 


i — 


CD 


<c 


<r 


t— 


K CO 


CD 


4J 


<r l. 


<r 


O 


<T 




CJ 


L 


<r 








*- c 


h- 


Qi 


CJ JZ 


CJ 




rn 


t 


a 


-C 


CJ 


a; 


U 


r- 


<I in 


<L 


5: 


<r k 


u 


LL. 


<I 


<r 


<r 


h- 


H- 


CO 


<T 


h- 


<r <r 




o 


H- OJ 


<x 




<E 




t- 




I- 


Ci 


1- 


QJ 


u tu 


u 


i- 




CD 


f— i 


1— 


a; 


CJ 


ni 


(— 


jr 


1- 


i— 


1— JC 


cj 


LL 


<r ~ 


CD 


CD 


h~ 


-J 




CO 




LL 


L- 


LL 


h- LL 



uj {- m <r c ii*J<r ui in a l. a'h ic in i~ c i- > ut a 

^ r$ 5? S c 'i 5 ^ cd cj ^ a ^ o <r in <j cd ^ cm h 

U^CD<E IHljCD <! <T J >C <I h i^CD<T CD <I CDCDCD OCD-> 

^ ^ — ( T-l 

JXCT CEL. I— — • <I L. CJ L CD >- <T^-e h-lfi 

CDL. U 0i U fli <r> CD— nD ' <E -In 

<I d K CO CD > h 03 H h- CD CD CD > UX 

<L Q) <L ^ p -« H-Qi CJ a- CDC \~ L. J-*C 

t ^ p r ^ J— l~ CD L <X ^. CJ JC CJ «-H 

H-CO CD > <r»-r OCT U CD . <r h CD<T 

<E0J HO H L. CDC I— 01 1-C CDrj! Hi. 

tl ^ CJ L. CJ OJ <E-< h- r-, <£ if) CD L CDQJ 

<ri-i cj ll i-cn cj cd <r ~ <z <z <r<r <z co 

g f 5 y J= CD-h ED L f— r-, h-X H CJ 

<EDj Ch CD CD <T<I <T»-i I— ll. _j 

3 5 ^ 5 * <5 > 1-0 <T r-* HO Uk. CD L 

S ^> <r - CD CD U LL 5 > UQl ^ CO H 

t! <cco c <r h co h co cj <r <z <t cd a i-ol 

£ {-l. c cj> i-i. i- l, <r >» cj l, cr 

w S? SJ5 ^ - u jc <r> cd ^ uai i-m 

<Tuj d<r CD lD <r h I- f~ CD CD 1-01. CD > 

^ ^ j-JJ <r o> <r a> ua. cd c Ki. 

<Xin H JC H 3J CD L. CD L <Tin <X^ CD 01 

<x<r h ll u _j <i<r <r <i cd <r u cd <xco 

^ t~5- <i3 hc <tcp <r c i— cd <r 3 <rv. 

cd tD r ?j S ^ J in CD i. <r -4 H- — !— OJ CJ 0! 

H <X CO CD CD <X<X U <£ U CD <!►-« J— _l i-CO 



023844T 



C 

o 

M 
4-1 
0) 
CO 
•U 

n 
o 



(0 



in <t as 

~ u ~* 

o cd <r 
w 

<x cn 

CD i- 

<E <E 

<t J 

<t — 

CD CD 

<I 3 

I— OJ 

I— -J 

r- a 

<E in 

CD <E 

I— i- 

<r > 



<r 3 

<r ~ 

CD CD 

<r * 
cj 

cd <r 

CD J 

<r 

CD CD 

I— -C 



CD a -C 

O C h 

<r -« 

CD > 

<r 3 
. <r 

CD CD 
<t 03 

cd <r 

ID O 
U L. 
CJ LL 



CD > 

h- ai 

(- Cl 

<I 3 
<t 

CD CD 

f— QJ 

<r ~ 

CD v. 

cj <x 



D"5 CD <-< 

I s - *- re 

O CD > 
CM 

H a 

<E in 

CD <T 

<r v. 
u x: 

<r in 
<r >. 
<r _j 

d 3 
I— gj 
t- -J 

CD > 

CD r-t 

CD CD 



U 
i— 

<r 



<r c 

CJ CD 

f— c 
<e tn 

a u 

CJ OJ 

h cn 

li"3 I — i_ 
^ U 0! 

o (- cn 
cm 

a _c 

J— 0! 
f— JZ 

h- a. 

CD 3 
H- Qi 

a -j 

CD 3 
CD CD 

h- C 

^ if; 

<L <L 

CD — 
*— H5 
CD > 

cd m 

CJ r-l 

CD <X 

cd in 
<x > 
<r -j 

<r c 
<x ^ 
a co 



tn i- in 

r - *» cd x 

— h- u 

CM 

I— Hi 

H- JZ 



<X 3 

<E ~* 

CD CD 

H- CL 

<r in 

CD <x 



U QJ 

h- cn 
<r 3 



h in 

CD >* 
U 

CD 3 

CD CD 



IH CD 3 
CD CD 



CD > 

<X 3 
V- QJ 



d in 
<r <r 



cm 



CJ L. 
CJ OJ 
I- CO 

CD > 
<E C 

a cd 

y- a 
cc in 

tn <£ 

\— QJ 
Y— -< 
<x »-« 

i- in 
<x -« 
u x 

h- L. 
<X >> 
h- I- 

i- a 
<x in 

CD <E 

CD L, 
CJ -C 



M 



a 

cd <r 



CD 



CM 



Qi 

cn 



CD 

U <I . 

cd tn 

<r >. 

<L -A 

cd m 

CD <x 

h in 
<r 

u x 

<r in 

<z > 

<r — i 

cj ^ 

i— m 

CD > 



in 



CD 3 

<I r-l 

CD CD 



u 
u 



QI 

UJ 



CD 3 

1- Ql 

t- -J 

<r 3 

<C r-l 

CD CD 

<r in 

<x >. 

<i _j 

<r m 

<r > 

<r _j 

<r 3 

<r ^ 

CD CD 

t- a 

<r in 

CD <t 

CD 3 

f- OJ 



\n cd 

CD 

CM 



CL 

i- 

J— H- 

U > 
CD 

CD CD 

I- cr. 

CD i_ 

u <r 
u a. 

CD <E 



U -J 

cr c 

<r 

U CD 

<x a> 

CD i- 

<r <r 

j- c 

<r <r 

u tu 
<r 

CD > 

CD 

CD CD 

<T C 5 



C J CD 

r -4 <x 

04 



<X 
OJ 
LL 



u c 

<r in 

<r <r 

<£ o 

u a. 

f- CL 

cc in 

CD <E 

<r c 
<r 

CJ CD 

(— 3 

K GJ 

U -J 

<r 3 

1- OJ 

h- c 

<r in 

<r <r 

cd cn 

CD L. 

u <r 



in h- 
^ *— 
r o cd 

<r 



03 
> 



<x in 

<r <r 

CD 3 

<r 

CD CD 



<E 



in 



a qj 

b- JZ 

I— LL 

<T r-l 

CD > 

U D. 

<E IP. 

cd <r 

!— a 

<r in 

cd <r 

CJ > 

CD p-i 

CD CD 

in <i > 
man 

C'-J CD CD 

<r c 
<r 

U CD 



a 



Qi 



a l> 

flj 

<r 

1— GL 

<r in 
CD <c 



CD 

a 



I— i. 

CD QJ 

<r cn 

<i > 

CD ~ 

CD CD 

<r cn 

CD 1_ 



li J CD 3 

CH ~4 

n CD CD 
CM 

h- CL 

<r in 

cd <r 

<r a? 



<x 



in 



<L C 

<r 

U CD 

I— u 

cr > 

H- H- 

<r 3 

I— QJ 

I— _! 

!- L. 

C 

h- I— 

CD 



<E O 
CJ 

U CL 



U"3 

t-'J 
CM 



CD > 

i— a 

CD 3 
<X 

CD CD 
H- CL 

<r in 

CD <E 
H- Or 

H- LL 
U U 

<r i- 
i- 

CD —i 
CD CD 

CD 3 
I— Qi 



<r 3 

h- QJ 

a -i 

CD U 



02^3844f 



in u a 
n <r in 



<3- 
tm 



Ci 

NJ 
0) 

O 
EX4 



a) 



<r c 

<r * 

CJ CD 

H L 

CD QJ 



in 



cr 

CD 

<r 
<z 

CD 

cj 



J- L 

J— h- 

CD >v 
CD 

CD CD 

<t CP 

CD i_ 

c <x 

<r 3 

I- QJ 

H _J 

in <r c 

o <r -4 

a cd 

CM 

a l 

<L > 



CD L. 
CJ <L 

CJ L 
CJ JC 
<I H 

(- L 

<r > 

H I— 

CJ 03 
CJ 

cd <r 

<r m 

<z -J 

<r 3 
k a.' 



<x in 
<r > 

CD L. 
CJ QJ 
H- 03 



ll") CD L 

our. 
*r <x h 

M 

1— > 

CD 

CD CD 

<r o 

CJ L 
CJ Cl 

CD 

CD > 
I- C 

<r in 



in 



CD 

<r 
cj 



> 

-C 



<X 3 

<r 

CD CD 

CJ in 

<r 

CJ X 

<r in 

<r > 

<r -i 



in u 
o u 

^" CD 

fM 

<r 



03 



c 



cj i_ 

CJ cn 

CD u 

CJ <E 



I— Qj 
I— -J 

<r > 



u oj 

<r 3 
<r 

CD CD 

<r 3 
h- a; 



in h- 

cm 

cj 
u 



a- 



H- 03 

I— in 

cj x 

h in 
<r 

u x 

u ns 

cd <r 

k in 

CD > 

*— CJ 

<r in 

<l > 

c -J 

c > 

CD 

CD CD 

u a 1 

<x »-« 

<x a 

CJ L. 

U LL 



U~3 . 
CM CD 

in <r 



CM 



UJ 

O 



03 



u 
u 

cj 
cj 

CD 



<r l. 
cj oj 
f- 01 

I- 3 
H QJ 
CJ -J 

CD O 
U i_ 
U Cl 

cd a. 

CD k_ 



<r 3 

H Hi 
>— .J 

CJ i. 

a a« 
i- cn 

h- 

CD 

CD CD 



ii") cd a 

w CD L 
O I- h 

<r 

CD > 

I- > 
CD — 
CD CD 

<r d 

I- —I 

u a 

<r in 
cd <r 

CD 3 

<r ^ 

CD CD 
(— c 

<x in 
<r <r 

<L Zi 
f- QJ 



u CL 

<r m 

CD <: 

<r l_ 

u J= 

f— m 

CD CD > 

LO h- U 

<r > 

CD 

CD CD 



in cj 



CD > 



<r in 

CD <£ 

I— (U 
I 1 

<r ^ 

u a 

cc in 

CD <X 
CD 3 

h- m 
b- .J 

CJ L. 
U OJ 

h- cn 

U QJ 

*— x: 
t- Cl 

h- in 
cj x 



3 
(U 
_J 

0! 
-C 
LL 



<r 3 

CD CD 

<r 3 

QJ 

CJ _J 

l» c 
<r in 

<r > 

CD 

CD CD 

<L 

i- _ 

CJ _J 



a* 



cn 



CD « 
<X <X 

<r fu 
cj 

cd <r 
i— m 
u x 

hi U > 

<r CD i— t 

CD CD 

r-4 

H- Cl 

<£ tn 

CD <X 

<r c 
<r 

CJ CD 

CD L. . 
CJ _c 



CD in 
<r >- 

<E _J 
H 01 

<r »-i 

cd in 
<r >- 
<r -j 

u QJ 

I- LL 

SX Qj 
*— ^ 

<r ^ 

CD 

f- A3 
CD > 



b") CD a 

Ki CD L 

h- h- 

<r in 

<r > 

<c -J 



in 
o 

CM 



<r 3 

<r 

CD CD 



<r 
<z 
<r 



in 



CD 3 

CD CD 

CD X 
CJ -4 

cd <r 

<Z CP 

CD L. 

<r <t 

<r in 
<x > 
<r -j 

CD ^ 
CD > 

H cn 
CD k. 

cj <r 

CJ -h 

cd <r 
u-5 <r 3 

O I— CD 

cj — i 

<r c 

CD <z 

<r 3 
<r • — * 

CD CD 

<E > 
CD 

CD CD 

<X ^ 
I— »C 
CD > 

<E 3 

<r o 

CJ i- 

u LL 

<r in 
<r > 

<L -J 
CD 3 
CD CD 

<r 3 
<r ^ 

CD CD 



<r 



in 
-J 



cd <r 

CD 3 

<E -c 

CD CD 

<r in 

<r > 

<r «j 

<r > 



CD > 
f- QJ 

<r h-( 
h c 

<I <E 
<T L 

u-j <r 3 

<3 <I 
N CD CD 
CM 

cd a 

CD k_ 



<r 3 

<r ^ 

CD CD 

CD 3 

I- QJ 



<x in 
<r > 
<n _i 

<r 3 

<E »-H 

CD CD 

I— cn 

CD i. 

u <r 

<r in 
<c > 
<e _i 

u a 
<r m 
cd <r 

<r a» 

CD L. 



L") u a; 
inhH 

CD <X *-* 

CM 

U C 

<r in 
<E <r 

u L. 

CJ JC 
<X H 

i- a 
<x in 
cd <r 

cd m 
u *-* 

cd <r 

<r c 
<r — 

CJ CD 

<r 3 

(- 0) 
K -J 

<r cr. 

CD i- 

<r cc 

H CL 

<E in 
cd <r 

K L. 

<r > 
u-5 <r c 

CM c ^ 

CD CJ CD 
CM 

CJ 01 

h cn 

u c 
<r in 
<r <r 

<r ^ 

CD > 

h- QJ 
h- x: 
H Cl 

cr 3 

I— QJ 

h- -I 

f— 03 

a -4 

CD <X 

i— a 

<r in 
cd <r 

<r ^ 

K 03 
CD > 

h~ l_ 
U CJ 
K CO 



in 


CD 


u 


in cj 


Hi 


in cj >* 


tj*} 


CD 


1_ 




<r 


f— J 




-C 


Ki CD 


5t 


CJ 


a; 


o 


CD 


CD 


O i— 


LL 


O CD CD 


•o 


t- 


cn 


w 










to 


ro 






I— 


0 


i— 


QJ 




[_ 


o* 




CJ 


k. 




I— 1 


<r in 




CD 






CJ 


LL 


<t 


1— i 


<x <x 




CJ 


<x 




CD 




*- 


rj, 


t- C 






in 






m 


CD 


L 


<E in 




<r 






CJ 


-J 


CJ 


<X 


<t <r 




CJ 


X 




r~ 




CD 




f u/ 






L. 








CD 




h- sz 






in 




h- 




CD 


CD 


h- LL 






<i 




J— 


03 


<t 




I— Q. 




M 


*— 

L. 




CJ 




<r 


r-~* 


<r in 




<t 


in 




CD 


<r 


CD 


CD 


cd <r 




<L 






<t 




<C 


Zj 


t— > 




<r 


c 




<r 


«— i 




a> 


CD — « 




<r 


f— c 




CD 


CD 


H- 


-i 


CD CD 




a 


CD 




<r 


rji 


<t 


n» 


| — £ 




t"T 






CD 


V. 


<E 


<— « 






<T 






u 


<r 


CD 


CD 


<X <Z r 




CD 


CD 




f— 




<r 




<z tn 











H- 


r-l 


<x 


f— * 


<x > 




<r 


t-i 




<X 


1 


CD 


CD 


<r -j 




CD 


CD 




CJ 


i_ 




Oi 












CD 


0J 


H- 


-C 






h- 


m 




5 


cn 


V- 


LL 


<r ~ 




LD 


> 






in 


H- 


ai 


r i — i 






LL 




<I 






t— « 


{— u 




<r 


W 




a 


X 


<r 




CD Z> 




CD 


<C 


in 


f— 






m 


u j r™ l» 


ii j 






CD 






<r CJ 




o <r in 


<■ 






CD 


CD 


> 


o cd <r 


o <X <£ 


(***( 


CD 


> 


r-j 






cj 




to 


K« 










•J 


CD 


in 


vL rj- 




*— 


in 




CD 


L. 


CJ 


< 


CD L. 




<r 


*f! 




U 


<E 


CD 




<X <£ 




u 


X 






ifi 
u* 


h- 


c 


m rr*. 




CD 


>*• 






>- 


<L 




U 




CD 


•— i 




<i 


-J 


<Z 


<r 


cd <r 




CD 


CD 




t 


LL 


u 




J— Q. 




<X 


in 




<r 


lfl 


\- 


ns 


<e in 




<r 


> 




CD 


<x 


CD > 


CD <X 




<r 






<t 






> 






CD 






CJ 




CD 


t— « 


<r > 










CD 




CD CD 






CD 


> 




CD 




CD 


o 


<r n 




CJ 


c 




CJ 




CJ 








<n 


in 




CD 


<r 


CJ 


LL. 


CJ _! 




<L 


<r 




h- 


in 


f- 


01 


CJ L. 




CD 


Ql 




<r 


— -i 




i— < 


U Ql 




CD 


i. 




u 


X 


<r 


I— l 


K CO 




1- 






i— 


ai 


CD 




U Qi 




U 


in 




j- 


— H 


h- 








CD 






<r 


»— 1 


CD > 


r- LL 




t- 


u 




CD 


-u 


(- 




<r ts 




CJ 








Hi 


U 


QJ 


CJ — 




u 


QJ 




c 




t- tn 


CD <E 






cn 




CD 


03 


CD 








<x 






CJ 


•— < 


J— 


a; 


u x: 






ai 




CD 


<C 


CJ -J 


<i h- 









0238441 



^» 




in 




L. 






CD 




^— » 


U 


JC 




f— < 


~» CD 


CD 




d 


}— 


N CD 


CD 






K' 






K-p 














rn 


-j 


U 










<C 


l—t 


u 


a. 




CD 


> 


CD 


CD 


t 








in 


SV 


_^ 
-j 


CD 


> 




CD 




<r 


*— i 


(- 


CJ 




1- 


U 


CD 


CD 


CJ 






r™* 


«>* 


sL 


»— t 


h- 






CD 






OS 


CD 






CD 


CD 


CD 


> 










— - 


r~" 


tn 

Ui 


CD 


L 




<r 


«— t 


CD 


> 


U 


<r 




CD 


CD 


t- 


u 








<r 


>- 


CJ 


c 


h- 






CD 




<r 


in 


CD 


> 




CD 


CD 


<i 


<r 


ST 






i 

r— 




CJ 




<c 


»— « 




<x 




CD 


Qj 


CD 


CD 






J— 


<z 


CO 








ST* 

vL 


>- 




lit 


<E 


r— 1 




CD 


(— f 




X 


a 


CD 




CD 


CD 




Cl 








LLJ 




CD 


tn 


a 






<X 


•—i 








CO 




CD 


CD 


c: 




f n 






LD 


in 


CD 


.j 


t- 


03 




<E 




l- 


a* 


CD 


r> 




<I 


_i 


u 




L") <C* 




tn 




k_ 


in <r 








CD 


<r 




<x 


•— i 


CD 


CD 








f H CD 


CD 


Kj 




to 






Kj 




<r 


03 




CD 


03 


CJ 


Q. 


CJ 


i— t 




u 




<z 


in 


CD 


<r 




CD 


<t 


CD 


<z 


<T 






<T 


i. 


<T 




<x 










CJ 




CD 


CD 




<x 


}— 


<£• 




CD 


C 




CJ 


1— 1 


»— 


C 


CD 






I— . 


0* 


<r 


in 


h- 






CD 




<x 




<r 


j 






cn 


a 


c 


<r 


•— i 




CD 


4- 


<c 


in 


CD 


CD 




CJ 


<X 


<x 


<E 


CD 


0 




H 




CD 




a 


1. 




1- 




<E 




CJ 


£L 




CJ 




CD 


CD 




*— * 




CJ 


01 


CJ 


01 








1— 


r— * 


*- 


«— i 


CD 


> 




<r 


»-H 


<E 


i— • 




*— t 








CD 






03 




<r 




<r 


#— i 


a 


> 








CD 


CD 








CJ 


> 


i— 


tn 




Ql 




CD 




<r 




U 


-J 




CD 


CD 


u 


X 


a 


1-4 




H- 


cn 


f— 


in 








CD 


t_ 


i- 


»-4 


CD 


> 




U 


<r 


c 


1— 1 



00 



0238441" 



00 

c 
o 

0) 



u 
o 

fx. 



0) 



0) 

cd 



If; 


CD 




hi 


<X 




U" 1- 


c 


U"3 <X L 


ui <r 


!j 






<r 




O 




Hi 


in <r 


m 


^ U £ 




i-H 




to 


CD 


CD 


tO 


CD 








in cr i— 


Ul CD 


CD 




tO 


























1- 


l_ 




I— 




CJ 


Q. 


CD 


CD 








<I 






CJ 




<r 


in 




U 








f— 






r— 


CO 


CD 


<r 


CD > 


<L 








cr 


Zj 




h- 


u 


<t 


en 


K L. 


<r 


13 






<E 


i— » 




u 


Qi 


CD 


L 




<r 


r-i 






CD 


CD 




\— 


CD 


<I 


<E 




CD 


CD 






d 






h- 


c 


<r 


rj\ 


CJ X 


<c 








<r 


«— i 




<r 


in 


CD 


I. 


CD 


CD 








CD 


CD 




<r 


<r 


CJ 


<X 


CD CD 


CD 


CD 






<r 


c 




CJ 




cr 


>. 


J— 


CJ 


OJ 


cr tj 




<r 


f— » 




CD 


tu 


CD 




CJ r-t 


Y- 




cr c 




CJ 


CD 




<T 


CO 


CD 


CD 


CD <t 


<£ 


i— i 


H- LU 






L 




<r 




I— 


CL 


C 0 


CD 


D 


<r 3 




CJ 


-C 




<t 




<t 


in 


CJ i- 


<r 




<r ^ 




<I 


J— 




CD 


CD 


CD 


c 


cj a> 


CD 


CD 


CD CD 




CD 


u 








<r 


\_ 


<X 3 


I— 


m 


CD U 




U 


I— 1 




<r 


>• 


u 


JO 


1- OJ 


t— 


r— ( 






CD 


<x 




i— 




<E 


h- 


CJ -J 


<E 


1 


CD CD 










CJ 


ni 


h- 




<r o 


CD 




CD 4J 




CJ 


JC 




u 




<r 




u u 


CD 




H OJ 




<T 


J— 




CD 


C 


i— 










<r 2: 




(— 






cr 


>. 


<z 




<r l 


<£ 








<r 


> 




CD 


i-H 


cj 


r— 1 




H- 








fr- 






CD 


CD 


CD 


<t 


<I H- 


CD 


> 


CJ J 




i- 


OL 






Ql 


<t 


in 


CJ 


CD 


in 


r~ -J 




er 


in 




cr 


in 


<£ 


> 








H- Of 




CD 


<L 




CD 


<r 


<r 






<r 


-J 


a _j 


tO 


}— 


c 


in 




, 


IP c 




Ul O. 


hi I— 


a 


in »rr — . 




<T 


in 




<r 




ri <r 


f-H 


en <r in 




m 


O J— QJ 




<X 


<r 


K» 


h~ 




CD 


CD 


*r CD <E 


CD 


<r 


^0 h J 

to 








ro 






K' 






to 






(— 


in 




<X 










CJ 


L. 


cr ~j 




CD 






CD 


r— J 


<r 


•r- 1 


CD ^ 


a 


JZ 


<r .-I 




J— 


CJ 




CD 


CD 


CD 


CD 


CD CD 


<r 


h- 


CD CD 




CD 


^_ 








|_ 


t 




<x 




rn 




U 






CD 


L 


<r 




<r x 


<r 


t— i 


J— 




<r 






CJ 


<r 








CD 


CD 


CD > 




<£ 








i— 

i_ 


r ■» 
> — > 




CL >* 


C 


O 


r 1 i 

CJ u 




1- 






<r 


in 


U 




CD 


U 


i- 


CD 01 




CD 


> 




<r 


<r 


CD 


<r 


CD CD 


u 


LL 


<r w 




CD 








cr* 


<Z 


V- 


<r a» 


CJ 


QJ 


a cl 




a 


_C 




CD 


i. 


u 


Of 


CD L. 


f— 


i— 


cr in 




<r 


*~ 




a 


<E 


J— 


cn 


<z <x 


K Cl 


cd <r 




a 


c 




»- 


L 


<r 


ns 


a c 


CJ 




CD — « 




<r 






CJ 


iu 


u 






cr 








c 


<x 






co 


CD 


<i 


<r cr 




CD > 




cj 


c 




H- 




!— 




i- l. 


CD 




CJ Qi 




<r 


.in 




CJ 




C 


> 


u a# 


<r 


#— « 






<r 


<X 




<I 










CD 


CD 


<r ^ 




<r 


0 




U 




»- 


a 




<r 








CJ 






<L 




<r 


in 


<r — » 


t— 


Qi 


j— ^ 




CJ 






(- 


r- 


CD 


<i 


CD CD 


j- 


_J 


i- a. 










CD 




h- 


OJ 


1- tfi 


<r 








<r 






CJ 


-C 


U 


i 


CD > 


<r 


»— i 






*— 


1- 




<r 


H 


CD 


<r 


K U 


CD 


CD 


<r k 




<r 


r— < 




h- 


> 


<r 


o 


J- O 


<r 


in 


<r > 






Hi 




CD 




u 




U l. 


<r 




CD ~* 




CD 


> 




CD 


CD 


u 


Cl 


U LL. 


<r «j 


CD CD 




Europaisches Pat ntamt 

European Patent Office © Veroffentlichungsnummer: 0 238 441 

Office europeen des brevets A3 



© 



EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG 



© Anmeldenummer: 87810135.1 
© Anmeldetag: 09.03.87 



© Int. CI. 3 : C 12 N 15/00 

C 12 P 21/02, A 01 N 63/00 
C 12 N 1/18, C 12 N 1/20 



© 


Prioritat: 15.03.86 GB 8606441 


© Anmelder: CIBA-GEIGYAG 








Klyfaeckstrasse 141 








CH-4002BaseI(CH) 


© 


Veroffentlichungstag der Anmeldung: 








23.09.87 Patentblatt 87/39 


@ 


Erfinder: Geiser, Martin, Dr. 








Hauptstrasse 3A 


© 


Veroffentlichungstag des spater 




CH-4107Ettingen(CH) 




veroffentlichten Recherchenberichts: 10.08.88 








© 


Erfinder: Hinnen, Albert, Dr. 


© 


Benannte Vertragsstaaten: 




Off enburgerstrasse 20 




AT BE CH DE ES FR 6R IT LI LU NL SE 




CH-4057Basel(CH) 






© 


Erfinder: Brassel, Jakob, Dr. 








1 157/56 Okamoto Bairin 








Higashinada-ku 658 Kobe(JP) 






© 


Erfinder: Schweitzer-Grutzmacher, Silvia, Dr. 








Hasenhain 16 








D-6915 Dossenheim(DE) 



@ Insektizid wirksame proteinartige Substanz. 

© Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Her- 
stellung einer insektizid wirksamen proteinartigen Substanz 
einschliesslich die Entdeckung und Identifizierung der voll- 
standigen, fur das insektizid wirksame Protein MGE 1 besag- 
ter proteinartiger Substanz kodierenden DNA-Sequenz, be- 
sagte proteinartige Substanz, ein DNA-Fragment, 
charakterisrert durch die in Tabelle 2 wiedergegebene Nukle- 
otid-Sequenz welches fur das Protein MGE 1 kodiert,, das 
Protein MGE 1 selbst, ein DNA-Fragment aus der Region Hpal 
(0) bis Pstl (4355) von B. thuringiensis var. kurstaki, das fur 
eine insektizid wirksame proteinartige Substanz einschlte- 
flf} ssfich ausgewahlter Teile davon kodiert, unter der Vor- 
^ aussetzung, dass die insektizide Aktivitat besagter ausgewai- 
ter Teile erhalten bleibt, das Verfahren zur Herstellung von 
Klonierungs- und Expressions-Vehikeln, die das in Tabelle 2 
wiedergegebene DNA-Fragment enthalten und ebenso be- 
sagte Vehikel selbst. 
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Abb* 1 taodif izier:; nach H. Ponc2 et al. . Konstruktion der 
Deletions-Mutanten-Bibliothek* Vorgehensveise: 1, das Insert (dicke 
Linie) vird in die A-Stelle des H13, die kohesive Enden aufweist, 
eingespleisst; 2, nach Linearisierung an der B-Stelle vird die 
Phagen DKA cit Bal-31 untersehiedlich lange verdaut I die gestri- 
chelte Linie gibt das Ausmass der Bal-31 -Verdauung in bezug auf das 
Insert (dicke Linie) und auf Ml 3 (diinne Linie) anj; 3, das Ver- 
cauungsprodukt vird an der A-Ste.lle gespalten und das durch Bal-31 
induzierte Kontinuua des Inserts isoliert. Es entsteht auf diese 
Weise eine ganze Faniilie von Fragmenten unterschiedlicher Grosse, 
die jeveils ein Bal-31 induziertes glattes Ende und ein kohesives 
Ende an der A-Stelle aufveisen; 4, die Fragtaente verden so in M13 
subkloniert, dass das glatte Ende proximal der Priraer-Stelle P zm 
liegen korarat, die fiir die DNA-Sequenzanalyse vervendet vird. 
X und C ■ glatte Enden. 
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